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Résumé

Les dégénérescences lobaires frontotemporales (DLFT) représentent la deuxiéme cause de
troubles neurocognitifs d’origine dégénérative chez I’adulte de moins de 65 ans. Ces
pathologies se caractérisent par la présence d’agrégats protéiques cérébraux composés
principalement de protéine Tau ou de protéine TDP-43. Aucun biomarqueur protéique
étiologique n’est aujourd’hui disponible. Malgré une littérature riche sur le potentiel intérét de

la TDP-43 dans les fluides biologiques, les résultats des études restent contrastés.

Dans ce contexte, le but de ce travail de thése était de développer des anticorps dirigés contre
la protéine TDP-43 afin de disposer d’outils plus performants pour mettre en évidence des

formes de la protéine particulierement impliquées dans la pathologie.

Dans un premier temps, de nouveaux anticorps anti-TDP-43 ont été synthétisés, dirigés contre
la forme totale (TDP-43) de la protéine ou contre une de ses formes phosphorylées (p-TDP-43).
Ils ont alors été caractérisés sur des échantillons cérébraux. Les profils protéiques obtenus par

Western Blot étaient conformes aux résultats attendus.

Ensuite, I’évaluation des performances de ces nouveaux anticorps a été poursuivie en travaillant
sur le LCS, le plasma et des lysats plaquettaires. Pour cela, une méthode de détection qualitative
et semi-quantitative miniaturisée et automatisée (Simple Western) a été développée. Les profils
protéiques obtenus a partir des lysats plaquettaires se sont révélés les plus informatifs car non
soumis aux interférences des Ig G. Des résultats préliminaires de [’analyse du ratio
p-TDP-43/TDP-43 ont mis en évidence son potentiel intérét comme marqueur précoce des

DLFT chez des sujets présymptomatiques porteurs de variants pathogenes.

Enfin, une analyse quantitative de la TDP-43 et de marqueurs non spécifiques des DLFT a été
réalisée par technique SiMoA. Ce travail a été 1’occasion de comparer [’utilité des
neurofilaments a chaine 1égere et des neurofilaments phosphorylés a chaine lourde suivant les
différents contextes cliniques rencontrés dans les DLFT. Il a aussi permis de mettre en lumicre
I’intérét de I’hydrolase Ubiquitin carboxyl-terminal L1 dans le diagnostic différentiel entre les

DLFT et les maladies psychiatriques primaires.

Mots clefs : Dégénérescences frontotemporales, TDP-43, biomarqueurs
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Abstract

Frontotemporal lobar degeneration (FTLD) is the second most common cause of degenerative
neurocognitive disorders in adults under the age of 65. They are characterized by cerebral
protein aggregates composed mainly of Tau protein or TDP-43. No etiological protein
biomarker is currently available for these diseases. Despite a rich literature on the potential
interest of TDP-43 in biological fluids, the results of studies remain contrasted.

In this context, the aim of this thesis was to develop antibodies directed against the TDP-43
protein in order to have more efficient tools to highlight a specific qualitative profile of

pathological forms of the protein.

First, new antibodies against TDP 43 were synthesized, directed against the total form (TDP-43)
of the protein or against one of its phosphorylated forms (p-TDP-43). They were then
characterized on brain samples. The protein profiles obtained by Western blot were consistent

with the expected results.

Then, the evaluation of the performances of these new antibodies was continued by working on
CSF, plasma and platelet lysates. For this purpose, a miniaturized and automated qualitative
and semi-quantitative detection method (Simple Western) was developed. Protein profiles
obtained from platelet lysates proved to be the most informative as they were not subject to
interference of Ig G. Preliminary results of the analysis of the p ratio TDP 43/TDP 43 seem to
be potentially interesting as an early marker of DLFT in presymptomatic subjects carrying

pathogenic variants.

Finally, a quantitative analysis of TDP-43 and non-specific markers of DLFT was performed
by SiMoA. This work was an opportunity to compare the usefulness of light chain
neurofilaments and phosphorylated heavy chain neurofilaments according to the different
clinical contexts encountered in DLFT. It also allowed to highlight the interest of the Ubiquitin
carboxyl terminal hydrolase L1 in the differential diagnosis between DLFT and primary

psychiatric diseases.

Keywords : Frontotemporal lobar dementia, TDP-43, biomarkers
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poly-GP : Protéine formée de motifs glycine-proline

pré-S : Sujets présymptomatiques

PSP : Paralysie supranucléaire progressive

R
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SFV : sérum feetal de veau

T

t-Tau : Tau totale

TAF 15 : TATA-binding protein-associated factor 15
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A. TROUBLES NEUROCOGNITIFS

La cognition, du latin cognoscere signifiant « connaitre », peut étre décrite comme 1’ensemble
des processus mentaux permettant 1’assimilation d’informations arrivant via différentes voies,
leur conversion en connaissances, puis leur utilisation pour assurer la survie des étres

vivants (1).

Dans la cinquiéme édition du Manuel Diagnostique et Statistique des Troubles Mentaux
(DSM-5 pour fifth edition of the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders),
publiée en 2013 par 1’Association Américaine de Psychiatrie, six domaines cognitifs ont été
décrits: les fonctions perceptives et motrices, la mémoire et I’apprentissage, le langage, les

fonctions exécutives, 1’attention complexe et la cognition sociale (figure 1) (2).

Raisonnement visuo-constructif

Fonctions
perceptives
et motrices
Reconr on: Cognition Mémoireet ! o
sociale Apprentissage .
ve  Attention @

e Langage Lon
. complexe gage ?

Fonctions
exécutives

Figure 1 : Les six domaines cognitifs et leurs sous-domaines selon le DSM-5.

Les troubles cognitifs se définissent alors comme [’altération d’un ou plusieurs domaines
cognitifs, sans distinction de cause (neurodégénérative, psychiatrique, toxique, infectieuse,
médicamenteuse, traumatique...) ni de réversibilité. Pour parler spécifiquement de troubles
neurocognitifs (TNC), il faut que ces troubles soient acquis, évolutifs et non expliqués par une
atteinte psychiatrique chronique.
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Les TNC sont dits mineurs, ou légers, lorsque les patients conservent une certaine capacité a
gérer leur vie quotidienne. Cependant, étant par définition évolutifs, les TNC vont engendrer
des difficultés croissantes a réaliser des activités courantes et pourront progressivement aboutir
a une perte d’autonomie des patients. A ce stade, ces troubles sont alors qualifiés de majeurs et
correspondent au terme désuet de démence (figure 2). Ce mot est en effet de moins en moins
utilisé, en raison de son caractére jugé péjoratif, et car il est historiquement plutdt associé a la
description de la forme classique de la maladie d’Alzheimer (MA), dans laquelle I’atteinte

mnésique prédomine (3).

TROUBLES NEUROCOGNITIFS LEGERS TROUBLES NEUROCOGNITIFS MAJEURS
1. Déclin cognitif 1. Déclin cognitif
2. Un seul domaine atteint (le plus souvent) 2. Atteinte de plusieurs domaines (le plus souvent)
3. Pas de trouble de 'autonomie 3. Perte partielle ou totale d’autonomie

Figure 2 : Critéres de TNC légers et majeurs selon le DSM-5.

La confusion entre TNC majeurs et atteinte mnésique peut s’expliquer par le fait que la MA
soit I’étiologie principale de ces troubles. Cependant, d’autres maladies neurodégénératives en
sont également fréquemment responsables. Dans la population générale, les dégénérescences
lobaires frontotemporales (DLFT) en seraient ainsi la troisiéme cause, juste apres les démences
a corps de Lewy et la MA (4). Dans une étude récente, n’incluant que des adultes « jeunes »,
c’est-a-dire de moins de 65 ans, il a été rapporté que 8 % des TNC séveres seraient imputables
aux DLFT, représentant alors la deuxieme étiologie la plus courante dans cette classe d’age

(figure 3) (5).

@ MND : Maladies neurodégénératives

@ ron MND : Etiologies non neurodégénératives des TNC sévéres

Démences vasculaires

Alcool

Syndrome de Down
Hydrocéphalies & pression normale

@ MA : Maladie d’Alzheimer
@ DLFT: Dégénérescences lobaires frontotemporales

@ DCL: Démence & corps de Lewy

@ Autres MND : autres maladies neurodégénératives

Figure 3 : Etiologies des troubles neurocognitifs majeurs chez I’adulte de moins de 65 ans. D’aprés les données de Kvello et
al (5).
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Quelle que soit leur origine, les TNC majeurs ont de lourdes conséquences psychologiques et
sociales pour les malades, leurs familles et le personnel soignant (6). Ils ont également un
impact économique trés important pour la société, celui-ci ayant été estimé a plus de 800
milliards de dollars a I’échelle mondiale en 2015 (7). Ce montant s’explique, entre autres, par
le fait que 47 millions de personnes souffraient de TNC majeurs dans le monde en 2017 selon
I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS). Parmi les malades, 60 % vivaient dans des pays a
revenu faible ou intermédiaire, dans lesquels la population subit une influence plus forte des
facteurs de risque de TNC (8) . En effet, une corrélation a été établie entre le développement de
ces troubles et I’inactivité physique, I’hypertension artérielle, 1’obésité, le diabete, le tabac ou
encore 1’abus d’alcool (9—12). Toujours selon I’OMS, avec le vieillissement de la population,
et puisque les TNC touchent essentiellement les sujets agés, le nombre de malades pourrait étre
de plus de 130 millions en 2050 (7). Certains observateurs temperent néanmoins cette prévision,
car des études épidémiologiques récentes font état d’une diminution de leur incidence,
essentiellement dans les pays a fort revenu, grace a I’augmentation du niveau d’éducation de la
population et une meilleure prise en charge, notamment médicamenteuse, des facteurs de risque
cérébrovasculaires (12—15). Des chercheurs ont néanmoins conclu par un modéle mathématique
qu’aux Etats-Unis, une baisse de I’incidence du diabéte et de I’hypertension artérielle pourrait
conduire a terme a une augmentation de I’incidence des TNC, par simple augmentation de
I’espérance de vie (16). Au-dela de ces contradictions, tous les experts s’accordent a dire que
dans les conditions actuelles, un grand nombre d’individus présenteront des TNC dans un futur
proche, rendant impératif I’amélioration de leur prise en charge globale, du diagnostic jusqu’au

traitement.

Fait encourageant, apres plusieurs décennies d’étude de la MA, certaines avancées ont permis
I’émergence puis la validation de marqueurs protéiques mesurés dans le liquide cérébrospinal
(LCS) des patients (17). Le dosage de ces biomarqueurs a alors été proposé comme critere dans
les recommandations pour le diagnostic de cette maladie en 2007, puis officialis¢ en 2011
(18,19). La mesure de ces protéines est particulierement utile pour améliorer le degré de
probabilité du diagnostic de présomption ante-mortem chez les patients jeunes, en cas de
présentation clinique atypique ou de troubles débutants (20,21). Devant ce succes, 1’objectif est
maintenant de progresser dans la compréhension de la physiopathologie des DLFT pour
espérer, entre autres, 1’identification de marqueurs protéiques renforgant le diagnostic de ces

pathologies et I’émergence de thérapies ciblées efficaces.
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B. DEGENERESCENCES LOBAIRES FRONTOTEMPORALES

Les DLFT constituent un groupe de maladies neurodégénératives cliniquement, génétiquement
et pathologiquement hétérogeénes. Cependant, elles se caractérisent toutes par une atrophie
cérébrale, progressive mais néanmoins relativement circonscrite aux lobes frontaux et/ou
temporaux antérieurs (figure 4) (22).

Au niveau mondial, leur prévalence s’établit entre 2 et 31/100 000 chez les 45-64 ans (23).
L’incidence, quant a elle, est comprise entre 3 et 4/100 000 par an chez les moins de 70 ans. La
durée de survie des patients atteints de DLFT se situe entre 3 et 14 ans une fois le diagnostic
établi, et ne semble étre associée ni a ’age au moment du diagnostic, ni au sexe, ni au niveau

socio-culturel des malades (24).

Les écarts importants observés pour les marqueurs épidémiologiques des DLFT sont en partie
dus au fait que les données concernant ces maladies sont relativement difficiles a recueillir,
s’agissant de maladies rares, dont le diagnostic repose sur des cliniciens experts, et dont la
terminologie a beaucoup évolué au cours du temps. Pour éviter toute confusion, la nomenclature
utilisée dans ce travail correspond a celle des derniers critéres diagnostiques de consensus

publiés (25,26).

Lobe frontal

— -

Ve €

Lobe
temporal

Figure 4 : Dans les dégénérescences lobaires frontotemporales, les lobes cérébraux frontaux et/ou temporaux sont
préférentiellement atteints.
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1. Symptomatologies cliniques des DLFT

Chez I’étre humain, les lobes cérébraux frontaux sont le sieége de la conscience de soi, de la
régulation du comportement social, du raisonnement, de la planification et de I’analyse des

émotions.

Les lobes cérébraux temporaux sont quant a eux tres impliqués dans le langage, par le traitement
des informations auditives permettant la reconnaissance du sens des mots via 1’aire de
Wernicke, et la possibilité de dénomination via I’aire de Broca. Ils interviennent également dans
la reconnaissance complexe des objets et des personnes, par le traitement d’informations

visuelles via le cortex inférieur.

Cette répartition topographique des fonctions cognitives et les larges régions touchées dans les
DLFT expliquent que les patients puissent présenter deux phénotypes cliniques principaux tres
différents. En effet, dans 60 % des cas, la dégénérescence neuronale est majoritairement
localisée au niveau des lobes cérébraux frontaux. Elle se traduit alors par des troubles
progressifs du comportement et de la personnalité au premier plan. La prévalence du variant
comportemental des DLFT a été estimée a 15/100 000, représentant environ 5 000 patients en
France (27,28). Dans 40 % des cas, on observe plutét un déclin progressif du langage,
consécutif a une atteinte cérébrale prédominante au niveau des lobes cérébraux temporaux. La
prévalence de cette forme clinique de DLFT a ét¢ établie a 7/100 000, représentant entre 3 000
et 4 000 patients en France (29).

Devant ce large spectre de symptomes, des criteres cliniques les plus spécifiques possible ont
¢té définis au cours des vingt dernieres années pour harmoniser le diagnostic des DLFT. Ce
travail s’est effectué grace aux observations des cliniciens, comparées rétrospectivement aux

études histopathologiques des cerveaux de patients décédés.
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1.1. Variant comportemental des DLFT

Dans cette forme clinique de DLFT, abrégée en bvFTD dans la littérature (pour behavioral
variant frontotemporal dementia), les patients pourront présenter un mélange de six types
d’atteinte du comportement : une désinhibition, de I’apathie ou de I’inertie, une perte
d’empathie ou de sympathie, une baisse du contréle émotionnel, des comportements compulsifs
ou rituels, une hyperoralité et un syndrome dysexécutif. Ce dernier trouble correspond a une

impossibilité de s’adapter aux situations nouvelles et/ou complexes (25).

Ainsi, les patients pourront montrer une baisse d’intérét pour les activités de la vie quotidienne
ou leur hygiene, un retrait social et une attitude froide y compris vis-a-vis de leurs proches, ou
a 'inverse une grande familiarité et la formulation de remarques déplacées. Certains patients
souffriront d’un défaut de jugement pouvant conduire & des conduites dangereuses et/ou
illégales (gloutonnerie immodérée, vol, infractions au code de la route...). Les malades
pourront également développer des croyances extrémes concernant la religion ou la politique.
Enfin, ils présenteront souvent une anosognosie, et se montreront incapables de se concentrer,

de s’organiser et de prendre des décisions.

La réalisation d’un bilan neuropsychologique mettra généralement en évidence un déficit dans
les taches nécessitant une mobilisation du lobe frontal, comme le raisonnement abstrait. En
revanche, la mémoire épisodique et les fonctions visuo-spatiales seront souvent préservées, au

moins au début de la maladie (22).

Des troubles moteurs sont associés aux troubles du comportement chez preés d’un sujet sur deux
(30). I se peut également que des manifestations cliniques de type psychiatrique s’associent

aux manifestations des bvFTD, voire se manifestent au premier plan (31,32).

1.2. Aphasies primaires progressives

Les atteintes du langage rencontrées dans les DLFT sont regroupées sous le terme d’aphasies
primaires progressives (APP). Si ces troubles sont souvent la conséquence d’une DLFT, les
autopsies cérébrales des patients réalisées en post-mortem ont néanmoins montré que d’autres

maladies neurodégénératives peuvent ¢galement en étre a 1’origine (33).

24



Le terme d’aphasie a été décrit en 1864, par le clinicien Armand Trousseau, comme un trouble

acquis de la production et/ou de la compréhension du langage oral et/ou écrit.

En 1982, Mesulam définit I’APP comme une détérioration progressive du langage sans autres
troubles cognitifs majeurs (34).

En 2001, il en précisera les critéres diagnostiques. Le langage pré-morbide doit ainsi étre normal
et le début des troubles insidieux. L’atteinte du langage est isolée au moins durant les deux
premicres années de la maladie, et reste plus tard le trouble cognitif prédominant. Il peut y avoir
un retentissement progressif sur les activités instrumentales de la vie quotidienne, mais

essentiellement sur celles qui sont liées au langage.

Ainsi, la présence d’épisodes de perte de mémoire ou de troubles des fonctions
visuo-perceptives comme manifestations inaugurales écartent d’emblée le diagnostic d’APP.
Ces fonctions cognitives peuvent néanmoins étre touchées aprés quelques années d’évolution,
en restant au second plan. Une atteinte majeure du comportement est également un critére
d’exclusion, mais des atteintes modérées sont possibles pourvu qu’elles ne soient pas le motif
de plainte principal. Au-dela des troubles cognitifs, le patient ne doit pas présenter de signes

évoquant une maladie psychiatrique (35).

La derniere révision des critéres diagnostic des APP date de 2011. Ceux-ci définissent trois
sous-types d’APP principaux, se différenciant notamment par la fluence des patients,

c’est-a-dire de la fluidité de leur débit de parole (26).

1.2.1 Premier sous-type d’APP : Aphasie non fluente

Le premier sous-type d’APP, appelé APP non fluente, ou parfois APP agrammatique, se
caractérise par une vitesse de conversation progressivement ralentie et une perte de la capacité
a communiquer avec aisance, aboutissant a un mutisme aux stades avancés de la maladie.

Le diagnostic de I’APP non fluente nécessite la présence de signes d’agrammatisme (production
de phrases courtes, avec des omissions de morphémes grammaticaux) et/ou un discours lent,
hésitant, demandant un effort important et contenant des erreurs phonémiques. Les patients
doivent également présenter au moins deux des trois caractéristiques suivantes : un trouble de
la compréhension des phrases de complexité syntaxique élevée, ou la préservation de la

compréhension des mots uniques, ou la reconnaissance des objets conservée.
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1.2.2 Deuxieme sous-type d’APP : Aphasie fluente

Dans le deuxiéme sous-type d’APP, dénommé APP fluente, ou encore démence sémantique, le
discours est fluide et le débit de parole est normal, permettant généralement une appétence au

langage conservée.

En revanche, il est mis en évidence une aphasie nominale au premier plan lors du bilan
neuropsychologique. Les patients sont par exemple dans I’incapacité de nommer des objets en
confrontation visuelle, ou de relier un mot a une image. Cette aphasie nominale est
systématiquement associée a des difficultés de compréhension des mots isolés, et s’aggrave
irrémédiablement avec la progression de la maladie. Ainsi, un patient peut dans un premier
temps ne plus étre capable de discriminer les différentes races de chien, puis ne plus faire de
différence entre les chiens et les autres animaux, qui seront alors tous nommés « choses » (36).
En plus d’un discours pauvre en vocabulaire, les sujets doivent présenter trois signes parmi les
suivants : des troubles dans la connaissance des objets (incapacité a les reconnaitre), ou des
signes de dyslexie (troubles de lecture) et de dysgraphie (trouble de l'écriture), mais une

préservation de la production du discours, notamment d’un point de vue de la grammaire.

1.2.3 Troisiéme sous-type d’APP : Aphasie logopénique

Jusqu’au milieu des années 2000, les APP étaient divisées en APP fluentes et non fluentes.
Comme un tiers des patients étaient exclus de cette classification binaire, un troisiéme sous-
type a été décrit en 2004, et nommé empiriquement APP logopénique (37). Il a ensuite été

intégré a la classification officielle des APP en 2011.

Au niveau clinique, les APP logopéniques se caractérisent par un manque du mot dans le
discours spontané (qui sera alors ralenti par des pauses durant la recherche de mots) et en

dénomination, associé¢ a un trouble de la répétition des phrases.

De plus, pour valider un diagnostic d’APP logopénique, les patients devront présenter au moins
trois caractéristiques parmi les suivantes : la production d’erreurs phonémiques en discours
spontan¢ ou en dénomination, mais sans agrammatisme franc ni atteinte des aspects moteurs de

langage et sans trouble de la compréhension des mots isolés ou de la connaissance des objets.
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Fait important, dans la littérature les APP logopéniques ne sont pas toujours décrites comme
une manifestation clinique des DLFT, car 1’autopsie cérébrale post-mortem des patients et leurs
résultats d’imagerie cérébrale en ante-mortem permettent trés souvent de diagnostiquer une MA
(38). D’autre part, les biomarqueurs protéiques mesurés dans le LCS des patients sont

¢galement souvent caractéristiques d’une MA biologique (39,40).

Si cette division des APP en trois sous-types permet désormais de catégoriser la plupart des
patients, certains d’entre eux restent néanmoins inclassables, ou présentent des troubles du
comportement associés (41). De plus, dans les APP, comme dans le variant comportemental

des DLFT, des troubles moteurs pourront s’ajouter (42).

1.3. Troubles moteurs coexistant avec les DLFT

Les phénotypes cliniques classiques des DLFT peuvent parfois s’accompagner d’autres
manifestations, en raison de pathologies cognitivo-motrices concomitantes. Dans ce contexte,
les trois pathologies les plus souvent associées aux DLFT sont la sclérose latérale
amyotrophique, la paralysie supranucléaire progressive et la dégénérescence corticobasale

(figure 5) (43).

Troubles cognitifs Troubles cognitivo-moteurs Troubles moteurs

bvFTD Sclérose latérale
i amyotrophique

Dégénérescence Paralysie
Corticobasale supranucléaire
progressive

fluente

Figure 5 : Principales pathologies motrices ou cognitivo-motrices associées aux DLFT. Les associations fréquentes sont
symbolisées par des fléches pleines, celles moins courantes sont représentées par des fléches en pointillé. Abréviations : APP :
aphasie primaire progressive ; bvFTD : variant comportemental des dégénérescences lobaires frontotemporales.
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1.3.1 Sclérose latérale amyotrophique

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie caractérisée par la dégénérescence
progressive des motoneurones périphériques et centraux. On la trouve également dans la
littérature francophone sous le terme de maladie de Charcot (du nom de I’un des neurologues
qui 1'a initialement décrite en 1869) ou maladie de Lou Gehrig en Amérique du Nord (en

mémoire d’un joueur de baseball célebre décédé de cette maladie en 1941).

Avec une prévalence estimée a 5,4/100 000, et une incidence estimée a 2/100 000 par an, cette

pathologie est la plus fréquente des maladies du motoneurone chez I’adulte (44).

L’entrée dans la maladie se fait classiquement de maniere insidieuse, entre 50 et 60 ans. Dans
environ 70 % des cas, la SLA altére en premier lieu les motoneurones spinaux, et se manifeste
par une faiblesse musculaire généralement asymétrique des membres supérieurs ou inférieurs.
Chez 30 % des malades, I’atteinte des motoneurones n’est initialement pas localisée dans la
moelle épiniére mais dans le tronc cérébral. Cette structure étant impliquée notamment dans
I’activité des muscles oro-pharyngeés, les patients peuvent alors présenter une dysarthrie, une
hypersialorrhée et/ou une dysphagie (figure 6). Ceux-ci peuvent également souffrir de labilité
émotionnelle, caractérisée par une tendance excessive a rire ou a pleurer en réponse a un

stimulus minime.

Cortex moteur
Muscles du visage

et du pharynx

Tronc cérébral v

Motoneurone

Moelle
épiniére \ A /

Muscles des membres \<
supérieurs et inférieurs

Figure 6 : Atteintes possibles dans la sclérose latérale amyotrophique.
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Que la SLA soit initialement spinale ou bulbaire, la paralysie musculaire progresse rapidement
par absence de stimulation nerveuse, et aboutit a une atrophie généralisée des muscles. Aprés
2 a 5 ans d’évolution en moyenne, 1’atteinte de I’innervation des muscles du diaphragme cause
classiquement une paralysie respiratoire, entrainant le déces du patient (45). Cependant, environ
10 % des malades peuvent vivre avec la maladie pendant plus de 10 ans. Si les raisons exactes
d’une telle longévité sont inconnues, il semblerait néanmoins que chez ces patients, le processus
physiopathologique soit ralenti et les 1ésions nerveuses présentent une distribution limitée (46).
Dans les critéres de diagnostic de référence, €dités pour la premiere fois en 1994 et révisés en
2000, la SLA est considérée essentiellement comme une pathologie motrice (47). Cependant,
on estime aujourd’hui que des troubles cognitifs sont associés aux troubles moteurs chez la
moitié des patients atteints de SLA, et que 15 % d’entre eux présentent tous les critéres cliniques
d’un variant comportemental des DLFT (48). Ce chevauchement symptomatologique, associé¢
a la mise en évidence de variants moléculaires pathogenes communs a la SLA et aux DLFT, a
remis en question 1’idée d’entités pathologiques distinctes (49). Certains auteurs parlent alors
de « spectre SLA-DLFT », dans lequel ces deux maladies seraient en fait le continuum d’une

méme maladie polymorphe (50).

1.3.2 Syndromes parkinsoniens atypiques

La dégénérescence corticobasale et la paralysie supranucléaire progressive sont deux
syndromes parkinsoniens atypiques, dont la prévalence s’établit a 1/100 000 et 8/100 000
respectivement (51). Les syndromes parkinsoniens atypiques regroupent des pathologies qui
s’apparentent cliniquement a la maladie de Parkinson, mais qui présentent généralement une
durée d'évolution plus courte, des complications plus fréquentes et plus rapides, ainsi qu’un

effet thérapeutique limité voire nul du traitement par Lévodopa.

° Dégénérescence corticobasale

La dégénérescence corticobasale a été décrite des 1968 chez trois patients, qui présentaient des
troubles moteurs sans faiblesse musculaire et sans atteinte cognitive majeure (52). Son
existence en tant que pathologie a été établie dans les années 1990, grace a des études de plus
grandes cohortes (53,54). Depuis ces premicres descriptions trés homogenes, des formes plus

polymorphes ont été décrites et 1’on parle plutdt aujourd’hui de syndrome corticobasal (SCB).
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Il est aujourd’hui admis que le SCB débute entre 60 et 70 ans par des signes discrets et
progressifs. Cette maladie évolue ensuite pendant une durée moyenne de 8 ans avant déces. Elle
s’exprime par des troubles cognitivo-moteurs en relation avec des lésions histopathologiques
corticales (pariétales et frontales) et sous-corticales (au niveau des ganglions de la base) souvent
asymétriques. L’atteinte motrice se traduit classiquement par une apraxie sensitive des
membres, associée a une rigidité et une akinésie, mais aussi parfois par des myoclonies et des
dystonies entrainant une instabilité de la posture, des chutes et des troubles de la marche. Des
signes de dysarthrie et de dysphagie peuvent étre observés chez certains malades, ainsi que des
mouvements oculaires anormaux et des troubles visuels (55). Lorsque le SCB progresse, les
patients peuvent présenter le « signe de la main étrangére », ¢’est-a-dire perdre le contrdle des
mouvements de I'une de leurs mains, qui semble alors avoir sa volonté propre dans les cas les

plus graves (56).

Les perturbations cognitives associées au SCB ont longtemps été considérées comme rares et
tardives. Elles sont en fait courantes, et s’expriment parfois au premier plan (57). En effet, il a
ét¢ fréquemment rapport¢é un syndrome dysexécutif, une acalculie et des troubles
visuo-spaciaux chez les patients. Ceux-ci présentent également régulicrement des signes
d’aphasie, essentiellement non fluente. Plus rarement, une désinhibition comportementale, ou

des troubles de la mémoire peuvent étre observés (55).

. Paralysie supranucléaire progressive

La paralysie supranucléaire progressive (PSP), ou syndrome de Steele-Richardson-Olszewski,
a été définie pour la premiere fois en 1964, lors de 1’étude d’un petit nombre de patients qui
présentaient principalement une paralysie verticale du regard associée a une instabilité
posturale. Ces syndromes ont alors été reliés a une neuropathologie dégénérative affectant le
tronc cérébral, les ganglions de la base et le cervelet. Ces observations ont servis de socle a

I'élaboration de criteres cliniques de référence publiés en 1996 (58).

La PSP débute le plus souvent entre 60 et 70 ans, et présente une durée d'évolution progressive
d’environ 6 ans avant décés. Dans sa forme classique, elle se caractérise par une atteinte du
controle de 1I’oculomotricité, et en particulier par une paralysie verticale du regard, et des
troubles de la vision, associés a une certaine rigidité corporelle, notamment de la nuque, et a un

défaut du rétablissement postural du corps entrainant des chutes essentiellement vers 1’arriére.
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Des difficultés a la marche sont également possibles, se traduisant par des mouvements ralentis
et maladroits. Contrairement a la maladie de Parkinson, les patients ne présentent pas de
tremblement. En revanche, ils peuvent présenter un léger syndrome dysexécutif et une apathie

qui s’aggravent généralement au cours de la maladie (59).

Si les critéres diagnostiques actuels permettent un dépistage efficace des formes classiques des
PSP, il existe néanmoins des formes moins typiques, de diagnostic ante-mortem moins évident
(60). En effet, des signes de dystonie, d’apraxie, d’akinésie, de dysarthrie et de dysphagie ont
été rapportés, pouvant évoquer un SCB (61). Il est également possible d'observer chez les
patients atteints de PSP des atteintes cognitives typiques des DLFT, dont des troubles
comportementaux dans 15 % des cas (62), ou parfois des signes d’APP essentiellement non

fluente (63).

Le recouvrement symptomatologique des PSP, des SCB et des DLFT n’est pas sans poser de
difficultés pour leur diagnostic. A titre d’exemple, seulement 25 % a 50 % des patients atteints
de SCB seraient correctement diagnostiqués en ante-mortem. Une solution évoquée pour
améliorer ce diagnostic serait alors de prendre en compte I’intensité de chaque trouble plutot
que leur présence (64). De plus, des considérations sur I’existence des PSP et des SCB comme
pathologies distinctes des DLFT ont abouti a I’émergence de la notion de « spectre du syndrome

des DLFT » (figure 7).

Figure 7 : Schéma d’illustration de la théorie du « spectre du syndrome des DLFT ». (A) Représentation historique des critéres
diagnostiques et (B) Représentation de la notion de spectre, faite de nuances entre les syndromes parkinsoniens atypiques, et
les différents phénotypes cliniques des DLFT. Abréviations : AF : aphasie fluente ; AL : aphasie logopénique ; ANF : aphasie
non fluente ; bvFTD : variant comportemental des dégénérescences lobaires frontotemporales ; PSP : paralysie supranucléaire
progressive SCB : syndrome corticobasal. Adapté de Murley et al (42).
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Cette notion de spectre syndromique met finalement en lumicre 1'intérét des analyses
immunohistologiques cérébrales post-mortem des patients pour renforcer le diagnostic des
différentes composantes de ce spectre. En effet, ces examens permettent souvent de révéler des
lésions dans des zones cérébrales spécifiques aux DLFT, dues a des processus

physiopathologiques particuliers.
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2. Physiopathologie des DLFT

Les DLFT sont, comme la majorité des maladies neurodégénératives, des protéinopathies. Ce
terme générique désigne des pathologies se caractérisant par I’accumulation de protéines

altérées, notamment au niveau cérébral (65).

Ces protéines sont retrouvées chez tous les individus, et assurent des fonctions physiologiques
en conditions normales. Mais différentes conditions pathologiques, telles que des mutations
génétiques ou des modifications post-traductionnelles inadaptées, peuvent entrainer chez ces
protéines des changements de structures primaire, secondaire ou tertiaire. De fagon générale,
elles auront alors tendance a ne plus assurer leurs fonctions naturelles, et pourront a I’inverse

acquérir des fonctions déléteres.

Par ailleurs, dans ces conditions, elles pourront étre moins et/ou anormalement clivées, former
des oligomeéres par défaut de clairance, puis éventuellement des polymeres insolubles qui
s’accumuleront, recruteront d’autres monomeres ou oligomeres qui s’agrégeront, formant ainsi
des inclusions définitives cellulaires ou extracellulaires (66).

Des mécanismes additionnels permettent en outre la dissémination des protéines intracellulaires

anormales et des petits agrégats de neurone a neurone (figure 8).
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Figure 8 : Mécanismes potentiels de transmission de petits agrégats protéiques de neurone a neurone. Des oligoméres ou des
protofibrilles peuvent étre relachés (A) librement dans I'espace intercellulaire ou (B) dans des vésicules comme les exosomes.
Ceci permet a ces formations de pénétrer dans un neurone voisin soit (1) par endocytose non spécifique ou (2) par endocytose
via un récepteur spécifique, tandis que (3) les exosomes peuvent fusionner avec la membrane du neurone voisin. Il existerait
également une possibilité de transfert (4) via des nanotubes reliant les cytoplasmes des deux neurones. D’aprés Guo et al (67).
Figure réalisée avec 1’outil de dessin Biorender (https://biorender.com/).
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Ces ¢événements sont associés d’une maniere complexe, directe ou indirecte, au
dysfonctionnement et a la dégénérescence progressive des neurones, se traduisant
macroscopiquement par une atrophie cérébrale. Chez les patients souffrant de DLFT, cette

atrophie prédomine au niveau des lobes frontaux ou temporaux (Figure 9).

Figure 9 : Cerveau autopsié¢ d’un patient bvFTD présentant une dégénérescence cérébrale marquée au niveau frontal, diffusant
vers le lobe temporal (A) en vue latérale et (B) en plan médian. D’aprés Van Mossevelde et al (68).

Les mécanismes pathologiques sous-jacents semblent étre divers au sein des DLFT. En effet,
les examens immunohistologiques post-mortem du tissu cérébral des patients ont révélé des

inclusions protéiques de différentes natures, essentiellement intracellulaires (43).

A la fin des années 1980, la Tubule associated unit (Tau) a été la premiére protéine identifiée
comme composante principale de ces inclusions (69). A cette époque, les inclusions cérébrales
caractéristiques des DLFT pouvaient alors étre de trois types : soit composées majoritairement
de protéine Tau chez les patients souffrant de DLFT dites « DLFT-Tau », soit composées d’une
ou plusieurs protéines ubiquitinylées non identifiées mais étant ni de la Tau ni de

I’alpha-synucléine, soit sans distinction histologique particuliere.

Au milieu des années 2000, la TransActivation Response DNA-binding Protein of 43 kDa
(TDP-43) a été identifiée comme composante majoritaire des inclusions « ubiquitine positives,
Tau et alpha-synucléine négatives » chez les patients atteints d’un sous-type de DLFT alors
dénommé « DLFT-TDP » (70). 1l est par ailleurs établi aujourd’hui que des inclusions de cette
protéine sont présentes dans 97 % des cas de SLA (71), et dans 30 % des cas de MA (72).
Cependant, elles ne sont pas forcément localisées dans les mémes régions cérébrales dans ces

deux pathologies et dans les DFLT.
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2.1. TAR DNA-binding protein of 43 kDa

La TDP-43 est une protéine de 414 acides aminés, trés conservée au cours de I’évolution. Elle
est codée par le géne TAR DNA-binding protein 43 (TARDBP), localisé sur le bras court du
chromosome 1 (73). L’analyse de son expression tissulaire a montré que cette protéine est
ubiquitaire, avec une haute concentration cérébrale, mais également des taux élevés dans le

pancréas, la rate, les ovaires ou encore les reins (74).

2.1.1 Premiére identification dans les DLFT

En 2006, I’identification de la TDP-43 par deux équipes indépendantes, dans des inclusions
cérébrales chez des patients autopsiés ayant souffert de DLFT et/ou de SLA, a ét¢ une avancée

majeure dans 1’étude de ces maladies (75,76).

La premiére équipe a tout d’abord réalisé une extraction a I’urée des protéines du cortex frontal
de deux patients, qui présentaient des troubles neurocognitifs séveres avant leur mort et chez
lesquels des études neuropathologiques avaient permis de mettre en évidence des inclusions
cérébrales « ubiquitine positives, Tau et alpha-synucléine négatives ». En utilisant des anticorps
anti-ubiquitine, I’analyse par western blot (WB) des protéines extraites a alors révélé une bande
d’environ 25 kDa. L’analyse du contenu protéique de cette bande en chromatographie liquide
couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) a mis en évidence trois peptides de la TDP-43
(figure 10 A). En outre, ’analyse par fluorescence in situ du cortex frontal de ces patients a
montré une colocalisation entre les marquages obtenus avec des anticorps anti-ubiquitine et
anti-TDP-43 (figure 10 B). Ces observations ont permis d’envisager la TDP-43 comme la

protéine ubiquitinylée non encore identifiée chez ces patients.

Dans cette méme €tude, une extraction des protéines cérébrales a €té réalisée chez d’autres
patients DLFT-TDP, mais aussi chez des sujets DLFT-Tau, souffrant de MA ou de maladie de
Parkinson, ainsi que chez des individus controles. Les protéines n’ont pas forcément été
extraites du cortex frontal des patients, mais étaient systématiquement issues de zones
cérébrales caractérisées par un processus neurodégénératif. La réalisation de WB a partir des
fractions recueillies, avec un anticorps anti-TDP-43, mit alors en évidence une bande d’environ
43 kDa chez tous les sujets. En revanche, des bandes spécifiques a 25 et 45 kDa, ainsi qu’une

trainée a partir de 60 kDa, n’ont été observées que chez les patients DLFT-TDP (figure 11).
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L’hypothése de fragments carboxy-terminaux de la TDP-43 composant, au moins en partie, la
bande de 25 kDa a été émise par les auteurs, car un des peptides mis en évidence en LC-MS/MS,

formé des acides aminés 409 a 414, se trouve a I’extrémité carboxy-terminale de cette protéine.

A 10 20 250
e MSEYIRVTED ENDEPIEIPS QSLCGEDLII
260 270 280 290 300

KGISVHISNA EPKHNSNRQL ERSGRFGGNP GGFGNQGGFG NSRGGGAGLG

310 320 330 340 350

NNQGSNMGGG MNFGAFSINP AMMAAAQAAL QSSWGMMGML ASQQNQSGPS

360 370 380 390 400

GNNOQNQGNMQ REPNQAFGSG NNSYSGSNSG AAIGWGSASN AGSGSGENGG

410

FGSSMDSKSS GWGM
Figure 10 : Identification de la TDP-43 comme protéine impliquée dans les DLFT. (A) En bleu : peptides identifiés en
LC-MS/MS. (B) Colocalisation de 1’'ubiquitine (spots verts) et de la TDP-43 (spots rouges) au niveau du cortex frontal d’un
patient atteint de troubles neurocognitifs sévéres. On observe que les deux protéines sont localisées exactement dans les mémes
zones (spots jaunes). Abréviations : #18 : numéro du patient dans 1’étude ; 406 : anticorps anti-ubiquitine ; merge : fondu des
deux marquages ; TDP-43 : anticorps anti-TAR DNA-binding protein of 43 kDa. D’aprés Neumann et al (75).
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Figure 11 : TDP-43 au niveau cérébral révélée par un anticorps anti-TDP-43. Les échantillons biologiques sont composés de
protéines, extraites par 1’urée de zones cérébrales pathologiques (cortex frontal, temporal ou hippocampe). Si I’on retrouve une
bande commune de TDP-43 chez tous les sujets, incluant le controle (fleche verte), on trouve également des bandes spécifiques
chez les patients DLFT-TDP a 25 kDa (*) et 45 kDa (**), ainsi qu’une trainée a partir de 60 kDa (***). Ce profil n’est pas
retrouvé chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer ou de la maladie de Parkinson, ni chez les patients DLFT-Tau ou
chez les contrdles. Abréviations : DLFT-TDP : dégénérescence lobaire frontotemporale associée a des inclusions de TAR
DNA-binding protein of 43 kDa ; DLFT-Tau : dégénérescence lobaire frontotemporale associée a des inclusions de protéine
tubule associated unit. D’aprés Neumann et al (75).
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Des expériences pour caractériser biochimiquement cette TDP-43 retrouvée chez les patients
ont également été menées dans cette étude. Dans un premier temps, une déphosphorylation des
protéines cérébrales recueillies a été réalisée. Le profil de migration en WB de la TDP-43
pathologique déphosphorylée s’est alors révélé trés différent du profil typique défini
auparavant. En effet, la bande de 45 kDa n’¢était plus visible, tandis que celle a 43 kDa était plus
intense. De plus, plusieurs bandes réparties entre 23 et 27 kDa étaient retrouvées, au lieu d’une
unique bande de 25 kDa. Ces résultats ont permis de mettre en évidence 1’implication de la
phosphorylation dans le processus physiopathologique des DLFT-TDP.

Concernant la SLA, et toujours dans cette ¢tude, la présence d’ubiquitine et de TDP-43 au sein
des motoneurones de la moelle €piniére a été évaluée chez deux cas a la présentation clinique
classique, c’est-a-dire présentant des troubles moteurs sans troubles cognitifs. En
immunofluorescence, comme pour les patients DLFT-TDP, une parfaite colocalisation a été
observée entre I’ubiquitine et la TDP-43 (figure 12). Chez des patients souffrant d’une SLA de
présentation clinique moins classique, une telle superposition a été retrouvée dans les neurones

de I’hippocampe ou ceux du cortex frontal ou temporal.

TDP-43)C merge

Figure 12 : Co-localisation (spots jaunes) de I’ubiquitine (spots verts) et de la TDP-43 (spots rouges) au niveau d’inclusions
rondes (A,B,C) ou en forme d’écheveau (D,E,F) au sein d’un motoneurone d’un patient atteint de SLA. Abréviations : #68 :
numéro du patient dans 1’étude ; ubi : anticorps anti-ubiquitine ; merge : fondu des deux marquages ; TDP-43 : anticorps anti-
Tar DNA-binding protein of 43 kDa. D’aprés Neumann et al (75).

Finalement, le profil par WB des protéines extraites de la moelle épiniere ou des lobes frontaux
et temporaux des patients atteints de SLA a permis de retrouver la signature de la TDP-43
pathologique des patients DLFT-TDP, et sa variante pour les échantillons déphosphorylés. Ces
expériences ont ainsi renforcé 1’idée d’un lien physiopathologique et protéique entre certaines

DLFT et la SLA.

37



Toujours en 2006, une deuxiéme équipe publia des travaux portant 1a encore sur I’identification
de la TDP-43 chez certains patients présentant des signes de DLFT ou de SLA. En utilisant des

outils similaires & Neumann et al, les auteurs en sont arrivés aux mémes conclusions (76).

En effet, I’analyse en LC-MS/MS des protéines issues des inclusions « ubiquitine-positives et
Tau négatives » cérébrales ou spinales, extraites par une solution tampon contenant 1 % de
sarkosyl, permit d’identifier le peptide de la TDP-43 composé des acides aminés 276 a 293
(figure 10 A).

L’analyse en WB des protéines extraites, en utilisant un anticorps anti-TDP-43, révéla chez les
sujets atteints de DLFT-TDP une bande de 43 kDa, une autre de 45 kDa, une trainée a partir de
60 kDa et des bandes de plus faible poids moléculaire. Chez les sujets souffrant d’autres
maladies neurodégénératives et chez les sujets controles, seule la bande de 43 kDa était
présente. Apres la déphosphorylation des échantillons, il a été constaté la disparition de 1a bande

de 45 kDa.

Les études immunohistologiques conduites dans cette deuxiéme étude, avec deux anticorps
anti-TDP-43, ont permis d’observer chez tous les sujets le marquage des noyaux des neurones
et des cellules gliales dans diverses régions cérébrales. En revanche, chez les patients DLFT,
elles révélérent un marquage spécifique d’inclusions cytoplasmiques, dans les cellules
corticales et sous-corticales. Cette localisation pathologique de la TDP-43 a également été mise
en ¢évidence dans les neurones de la moelle épinicre des sujets SLA (qu’ils présentent ou non
des signes de DLFT). Toujours comme dans 1’étude de Neumann et al, la morphologie et la
localisation de ces inclusions étaient comparables a celles mises en évidence par des anticorps

anti-ubiquitine.
Finalement, le fait qu’une deuxieme équipe ait identifié la TDP-43 chez des sujets atteints de

SLA et de DLFT a encore renforcé I’idée d’un processus physiopathologique commun a ces

deux pathologies.
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2.1.2 Développement d’une classification histologique

Dans les années qui suivirent I’identification de la TDP-43, sa caractérisation dans le tissu
cérébral des patients atteints de DLFT-TDP s’est poursuivie. En 2011, une classification
histologique a ¢été proposée (77), adaptée de deux classifications antérieures basées sur la
description des inclusions ubiquitinylées corticales et sous-corticales (78,79). Cette nouvelle
classification propose une description de la répartition et de la morphologie des inclusions de

TDP-43 corticales, ainsi qu’une correspondance avec les différents phénotypes cliniques

(Tableau I).

Cette classification a été validée par d’autres études depuis, malgré un recouvrement clinique
et biologique entre les différents types de DLFT-TDP (80-82). A titre d’exemple, des patients
de type B peuvent parfois présenter de petites inclusions cytoplasmiques neuronales qui
é¢voquent une DLFT-TDP de type A lorsqu’elles sont concentrées dans la couche II du
néocortex. Pour faciliter la classification de cas difficiles, 1’exploration des inclusions de
TDP-43 au niveau sous-cortical peut alors étre pertinente, car ces régions présentent également

des motifs caractéristiques suivant les types de DLFT-TDP (tableau II) (83).

Malgré le renforcement du diagnostic histologique apporté par 1’étude de I’hippocampe et des
autres aires sous-corticales, certains patients restent difficiles a classer. En effet, ceux-ci
peuvent soit présenter des caractéristiques de deux types différents, notamment A et B, soit des
caractéristiques hors classification (84). Ainsi, en 2017, un nouveau groupe de DLFT-TDP de
type E a été décrit chez sept patients souffrant d’une forme de DLFT de type comportemental
et d’évolution tres rapidement défavorable, avec un décés dans les 3 ans apres [’apparition des
premiers signes (85). L’étude histopathologique des prélévements cérébraux de ces patients a
mis en évidence des inclusions cytoplasmiques neuronales granulo-filamenteuses dans toutes
les couches du néocortex, accompagnées de nombreux petits grains en arriére-plan. Ces patients
présentaient en outre de nombreuses inclusions de TDP-43 curvilinéaires, dans les
oligodendrocytes du cortex et de la mati¢re blanche, n’épargnant que le néocortex occipital et
le cervelet. Fait remarquable, la TDP-43 agrégée ne semblait pas €tre ubiquitinylée. Trés
récemment, certains profils caractéristiques des DLFT-TDP de type E ont été retrouvés chez
deux patients souffrant d’APP associée a une SLA et dont le déces est intervenu en moins de
deux ans, mais également chez une patiente atteinte du syndrome de Foix-Chavany-Marie
(86,87).
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U044 DI Néocortex

Phénotypes cliniques associés

Dans les couches

supérieures du néocortex :

+/- SLA
(chez 10 % des cas)

I (3% |  bvFID:
-, o .
ICN abondantes ,': 5 essentiellement
compactes, aspect ovalaire L PN
A ou falciforme APP:
v possible, type non fluente ++
IIN peu abondantes
lentiformes L Troubles moteurs associés :
rares
ND nombreux VI
courts et épais
Dans les six couches du I
néocortex : 1 y -‘ " bVFTD :
- .
ICN peu abondantes 1 LI fréquent
S(;:I\;lel:ln;i felsffuses et - APP :
& 1\Y% . rare, type non fluente ++
Ve ‘ »
TIN non présentes \Y . Troubles moteurs associés :
ND trés rares o & courants
I
Dans les couches
supérieures du néocortex : II = bvFTD :
=1 (o rare
ICN rares 11 )/
C ) APP :
IIN non présentes 1\Y% essentiellement, type fluente ++
ND présents \% Troubles moteurs associés :
longs et tortueux trés rares
VI
Dans les six couches du Spé?i‘fiquement assoc.ié a des cas
néocortex : I familiaux avec mutation d’un
TR gene particulier : (88)
ICN rares & -
compactes I ® o myosite a inclusions
0 . (chez 90 % des cas)
IIN abondantes v - +/- maladie des os de Paget
lentiformes € (chez 45 % des cas)
ND nomb vo°® +/- DLFT : bvFTD ou APP
flombreux o (chez 30 % des cas)
courts Vi

Tableau I : Classification actuelle des DLFT-TDP, suivant les caractéristiques des inclusions de TDP-43 néocorticales et
phénotypes cliniques associés. Abréviations : APP : aphasie primaire progressive ; bvFTD : variant comportemental des
dégénérescences lobaires frontotemporales ; DLFT-TDP : dégénérescences lobaires frontotemporales associées a des
inclusions de TAR DNA-binding protein of 43 kDa ; ICN : inclusions cytoplasmiques neuronales ; IIN : inclusions

intranucléaires neuronales ; ND : neurites dystrophiques ; SLA : sclérose latérale amyotrophique.
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Hippocampe

Autres aires sous-corticales

ICN présentes

dans la région CA1 ++
ou granulaires possible
+/- sclérose

TIN peu abondantes

filaires essentiellement, mais compactes, diffuses

Substance blanche
ICN abondantes
filaires

Substance grise
ICN possibles

ND abondantes

ICN nombreuses
diffuses ou granulaires

IIN absentes

Motoneurones bas
ICN abondantes
diffuses, compactes ou filaires

Substance blanche
ICN abondantes
ICCG peu abondantes

Substance grise

ICN nombreuses

substance noire et ganglions de la base
aspect diffus essentiellement

ICGG peu abondante

ICN nombreuses
compactes
aspect lisse, contour rond

Substance blanche
peu touchée

Substance grise

1IN absentes ICN possibles
compactes
ND possibles
Epargné ND et NII peu nombreux

amygdale, ganglion de la base,
noyau basal, thalamus

Structures épargnées
canal médullaire,
cervelet, pont

Tableau II : Motifs sous-corticaux aidant au diagnostic des DLFT-TDP. Abréviations : APP : aphasie primaire progressive
; bvFTD : variant comportemental des dégénérescences lobaires frontotemporales ; CA1 : champ ammonien hippocampique
numéro 1 ; DLFT-TDP : dégénérescences lobaires frontotemporales associées a des inclusions de TAR DNA-binding protein
of 43 kDa ; 1ICGG : inclusions cytoplasmiques dans les cellules gliales ; ICN : inclusions cytoplasmiques neuronales ; IIN :
inclusions intranucléaires neuronales ; ND : neurites dystrophiques ; SLA : sclérose latérale amyotrophique; VCP :

Valosin-containing protein.

Le fait que quatre types de DLFT-TDP différents ne permettent pas la classification tous les
patients illustre la complexité de la physiopathologie des DLFT-TDP. Pourtant, si le processus
complet conduisant a une neurodégénération majeure n’est pas encore connu, un certain nombre

d'éléments ont ét¢ découverts concernant la structure de la TDP-43, ses fonctions

physiologiques, et son implication dans la physiopathologie des DLFT.
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2.1.3 Structure de la TDP-43

La TDP-43 appartient a la classe des ribonucléoprotéines hétérogeénes nucléaires, qui présentent
notamment la capacité de se fixer aux acides ribonucléiques (ARN) et désoxyribonucléiques
(ADN) simples brins. A cette fin, elle posséde deux motifs de reconnaissance des acides
nucléiques (MRA 1 et MRA 2), d’environ soixante a soixante-dix acides aminés chacun, trés
conservés au cours de 1’évolution et placés en tandem (figure 13). Ces deux séquences sont
notamment capables d’interagir avec les motifs « uracile-guanine » (UG) répétés des ARN, ou

les motifs « thymine-guanine » (TG) répétés des ADN.

SLN SEN

AA1 82-98 106 165 191 239-250 262 274 414

Figure 13 : Structure de la protéine TDP-43. Abréviations : AA : acide aminé ; C : extrémité carboxy-terminale ; MRA :
motifs de reconnaissance des acides nucléiques ; N : extrémité amino-terminale ; RR-G : région riche en glycine ; SEN : signal
d’exportation nucléaire ; SLN : signal de localisation nucléaire.

Cette affinité pour les motifs UG/TG répétés pourrait trouver son explication dans une étude
récente, qui a montré in vitro que le domaine MRA 1 serait plus impliqué dans la fixation aux
acides nucléiques que le domaine MRA 2, sans se limiter aux motifs UG/TG répétés. Le
domaine MRA 2 servirait alors, par un phénomene d’encombrement stérique, a privilégier la
fixation du MRA 1 aux séquences riches en UG ou TG (89). Bien que tous les travaux ne
concluent pas a des interactions réduites entre le MRA 2 et les acides nucléiques, le role
potentialisateur de ce dernier sur la fixation du MRA 1 aux séquences riches en UG/TG semble
faire consensus (90,91). Cette protéine a néanmoins un impact sur le niveau d’expression d’un
grand nombre de genes et de protéines (92). Ceci peut notamment s’expliquer par le fait que les
séquences UG sont tres fréquentes dans les ARN messagers (ARNm). De plus, si I’affinité entre
la TDP-43 et les ARN augmente avec le nombre de répétitions des séquences UG, un tel
assemblage ne constitue pas en soi un site de liaison pour la protéine, qui peut se fixer sur des

séquences d’ARNm sans motifs UG répétés (93,94).

Les MRA sont précédés d’un signal de localisation nucléaire (SLN), formé par les acides
aminés 82 a 98. Il a également ét¢ décrit I’existence d’un signal d’exportation nucléaire (SEN)
inclus dans le MRA 2 (figure 13). Cependant, I’importance physiologique de cette séquence
fait aujourd’hui débat (95).
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Au niveau de son segment carboxy-terminal, la TDP-43 contient une région dite « de faible
complexité », car composée de peu d’acides aminés différents. Chez cette protéine, cette
séquence est riche en glycine (figure 13). Cette région est aussi appelée domaine « prion-like »,
car elle posséde une homologie de séquence avec la protéine Prion, impliquée dans la maladie
de Creutzfeldt-Jakob (96). Elle contient par ailleurs la plupart des soixante-quatre sites de
phosphorylation potentiels de la TDP-43 (quarante-et-une sérines, quinze thréonines et huit

tyrosines) (97).

La séquence riche en glycine de la TDP-43 inclut également la région dite du « cceur amyloide »
(CA), composée des acides aminés 311 a 360. Son étude structurale a montré qu’elle était riche
en alanine (28 % des acides aminés de cette séquence) et en méthionine (25 % des acides aminés

de cette séquence) et se conformait donc préférentiellement en hélice alpha (98).

Le CA est entouré de deux régions « intrinsequement désordonnées » (RID), qui présentent des
résidus hydrophobes (valine, leucine, isoleucine, tryptophane...) a des emplacements tres
conservés au cours de I’évolution (99). Ces RID n’obéissent pas a la loi éditée dans les années
1960 par Christian Boehmer Anfinsen, qui stipule qu’une séquence en acides aminés, dans un
environnement donné, définit une structure tridimensionnelle unique aux protéines et donc leurs
fonctions. La découverte des RID a en fait démontré la présence de segments dynamiques,
adoptant de multiples conformations successives, voire restant sous forme linéaire (figure 14).
Ce phénomene permettrait aux protéines d’assurer un grand nombre de fonctions, notamment

en facilitant les interactions moléculaires (100).

Probabilité de désordre

EY 100 1" 20 2% E 3% w0

Numéro d'acide aminé

Figure 14 : Prévision de la désorganisation de la structure tertiaire de la TDP-43, suivant sa composition en acides aminés.
Abréviations : CA : région du cceur amyloide ; MRA : motifs de reconnaissance des acides nucléiques ; RID : régions
intrinséquement désordonnées ; SLN : signal de localisation nucléaire. Résultats obtenus par utilisation du systéme « Protein
Disorder Prevision » (http://prdos.hgc.jp/cgi-bin/top.cgi).
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2.1.4 Fonctions physiologiques de la TDP-43

° Régulation de la transcription des genes

En conditions physiologiques, la localisation de la TDP-43 est essentiellement nucléaire, ou
I’un de ses réles fondamentaux est de réguler la transcription d’un grand nombre de geénes,

impliqués dans différents processus physiologiques ou pathologiques (101).

Cette fonction, assurée notamment par la fixation de cette protéine au niveau de régions
promotrices des genes sur I’ADN, explique d’ailleurs son nom. En effet, la TDP-43 a été
initialement décrite en 1995, comme agent protéique de 43 kDa capable d’inhiber la réplication
du virus de 'immunodéficience humaine de type 1, par fixation sur la séquence promotrice

TransActivation Response element (TAR) de I’ADN rétro-transcrit du virus (102).

o Modulation de I’épissage alternatif des pré-ARNm

Toujours lorsqu’elle est localisée dans le noyau, la TDP-43 module I’épissage alternatif de
nombreux pré-ARNm (figure 15) (101). Cette fonction passe par la formation d’homodimeres
ou d’oligomeres nucléaires physiologiques de TDP-43, grace a une séquence amino-terminale
de la protéine composée des acides aminés 1 a 80 (71,103). L’ importance de ces structures a
été mise en évidence dans un modele cellulaire murin, exprimant une TDP-43 humaine sans
capacité d'oligomérisation, conduisant a la production d’ARNm cibles anormaux (103). La
fonction d’épissage des pré-ARNm est ¢galement dépendante d’interactions entre la TDP-43,
via sa région carboxy-terminale, et d’autres protéines nucléaires, permettant 1’assemblage de
splicéosomes, qui sont des mégastructures polyprotéiques impliquées dans 1’épissage des

introns des ARNm (104).

L’implication de la TDP-43 dans la maturation des ARNm a été décrite pour la premiere fois
en 2001, dans une étude portant sur la synthése cellulaire du canal cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR). La capacité de la TDP-43 a inhiber I’épissage
de I’exon 9 du pré-ARNm codant pour ce canal a ét¢ a I’origine d’un réel espoir thérapeutique.
En effet, I’épissage de cet exon conduit a la synthése d’un canal CFTR inactif, retrouvé chez
les sujets souffrant par exemple de mucoviscidose. Malheureusement, malgré plusieurs

tentatives, cette découverte n’a pas permis 1I’émergence d’une thérapie ciblée (105).
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Des travaux ultérieurs de séquencage d’ARNm a grande échelle permirent de mettre en
¢vidence que beaucoup d’ARNm cibles de la TDP-43 codent pour des protéines impliquées
dans le fonctionnement synaptique ou le développement neuronal (106). La TDP-43 est par
exemple impliquée dans la maturation de ’ARNm de la sortiline, qui est un récepteur
membranaire permettant 1’internalisation par les neurones de différents facteurs de croissance
cellulaires. L’épissage par la TDP-43 de la région « Exbl7 » du pré-ARNm de la sortiline
permettrait d’obtenir un récepteur fonctionnel (107). Parmi les facteurs de croissance
internalisés, on trouve par exemple la progranuline, qui semble alors favoriser la croissance des

neurites et allonge la survie des neurones en culture (108).

En 2011, une étude réalisée sur des cellules humaines rapporta pour la premiére fois que la
TDP-43 pouvait autoréguler son niveau d’expression, afin de garder une concentration
cellulaire constante, via une boucle de rétroaction négative (109). En effet, en cas d’exces de
TDP-43 au niveau nucléaire, celle-ci peut se fixer sur la séquence TDP-43 binding region de
son propre ARNm. Cette fixation déclenche alors un épissage alternatif des transcrits
immatures, selon deux mod¢les possibles : soit I’ARNm subit un épissage des introns 6 et 7, ce
qui aboutit a la formation d’un codon-stop prématuré et donc a 1’élimination de I’ARNm apres
sa migration dans le cytoplasme, grace a des systémes de surveillance de la qualité des ARNm
(110). Soit I’ARNm subit un épissage de I’intron 7 et la suppression de 1’un de ses trois sites de
polyadénylation, provoquant son extréme instabilité et sa rétention dans le noyau, favorisant
alors son élimination via les exosomes (111). Ces deux modeles, issus d’observations chez des
souris transgéniques ou dans des cultures cellulaires humaines, présentent un résultat identique :
la TDP-43 peut réduire son propre taux d’ARNm fonctionnel en cas de forte concentration de

la protéine au niveau nucléaire.

o Stabilisation et export des ARNm vers le cytoplasme

En plus de son role dans I’épissage alternatif des ARNm, la TDP-43 est impliquée dans la
stabilisation de ces €léments (112). Elle joue également un role dans leur exportation du noyau

vers le cytosol, en faisant la navette entre ces deux compartiments. Pour cela, la TDP-43 liée a

un ARNm pourrait interagir avec des complexes d'exportation des ARNm (113).
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Des ¢études ont par exemple mis en évidence un lien entre la localisation correcte de la TDP-43
dans les cellules et le complexe « TRansciption EXport » (TREX) (114). En effet, une baisse
de I’expression du facteur d’export Aly/Ref, qui est un composant de TREX, semble diminuer

I’exportation de la TDP-43 vers le cytoplasme chez la drosophile (115).

Cependant, cette diminution de I’exportation de la TDP-43 vers le cytosol n'a pas été constatée
dans toutes les études (116). Il se pourrait alors que d’autres mécanismes soient impliqués dans
la migration de la TDP-43 vers le cytoplasme des cellules. Il a ainsi été proposé que la séquence
SEN de cette protéine, située au sein du MRA 2, puisse étre reconnue par des exportines, comme
I’Exportine 1 (XPO1) (117). Cependant, en culture cellulaire, la délétion du SEN n’empéche
pas la TDP-43 de rejoindre le cytoplasme (116). De plus, il semblerait que la structure du
domaine MRA 2 empéche les résidus hydrophobes clés du SEN d’étre accessibles aux protéines
de transport (95). Enfin, ’utilisation d’inhibiteurs de XPO1 n’a pas eu d’effet sur la localisation
dans des cultures de neurones corticaux de rongeurs (118). Il a alors été proposé que la TDP-43
puisse migrer vers le cytoplasme par diffusion passive, bien qu’une masse apparente supérieure
a 40 kDa apparaisse comme une limite pour le passage des pores nucléaires sans transporteur
spécifique (119). Cette assertion est renforcée par le fait qu’en augmentant artificiellement la
taille de la TDP-43, une diminution de sa localisation cytosolique est observée en culture

cellulaire (116).

Si le mode d’exportation de la TDP-43 du noyau n’est pas complétement compris, il est bien
¢tabli que la TDP-43 cytoplasmique retourne au noyau par un transport actif. En effet, une étude
a montré¢ des interactions entre cette protéine et des karyophérines dans le cytoplasme des
cellules (120). La karyophérine-alfa (KPNA), reconnaissant le SLN de la TDP-43, forme avec
cette protéine et la karyophérine-f1 (KPNB) un complexe trimeére, permettant son importation

dans le noyau (figure 15) (95,116).

. Fonctions cytoplasmiques et dégradation de la TDP-43

La TDP-43 cytoplasmique qui ne rejoint pas le noyau semble assurer diverses fonctions dans
le cytoplasme des cellules, comme moduler la traduction de certaines protéines par interaction
avec les ribosomes (121). Parmi ces protéines, certaines sont essentielles aux neurones
(122,123). La TDP-43 peut également participer a la formation de granules de transport

cellulaire des ARNm, par interaction avec d’autres transporteurs d’acides nucléiques (124).
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Ces structures ont la capacité de se mouvoir vers le corps cellulaire ou a I’'inverse vers les
terminaisons axonales. Ils prennent notamment en charge des acides nucléiques codant pour
des composantes de 1’architecture des neurones comme les neurofilaments (125), ou codant
pour des protéines impliquées dans le fonctionnement synaptique, ce qui suggére 1’implication

de la TDP-43 dans la régulation de la synapse (126).

Hors du noyau, la TDP-43 peut aussi étre dégradée aprés ubiquitination via le systéme
ubiquitine-protéasome (SUP), connu également pour jouer un role crucial dans la protéolyse de
protéines mal conformées persistantes (127), ou par une voie de recyclage alternative, appelée
macro-autophagie (du grec « se manger soi-méme ») et qui fait intervenir les lysosomes (74).
Ces systémes, agissant en synergie, permettent ainsi un contrdle efficace de la conformité de la

conformation des protéines cellulaires en conditions physiologiques.

.
N

ARNm mature 1

Figure 15 : Physiologie de la TDP-43. Dans les cellules, dont les neurones, la localisation de la TDP-43 est essentiellement
nucléaire. Cette protéine y joue un réle majeur (A) dans la régulation de la transcription de certains génes (B) dans 1’épissage
alternatif de nombreux pré-ARNm, notamment par interaction avec le splicéosome et (C) est impliquée dans le transport des
ARNm matures vers le cytosol, par des complexes comme TREX, pour qu’ils y soient traduits en protéines. (D) Le transfert
de la TDP-43 du noyau au cytosol peut également se faire par diffusion passive. (E) Son retour au noyau est assuré par un
transport actif, par une association en trimére avec les KPN A et B, qui repartiront vers le cytoplasme une fois la TDP-43
libérée au niveau nucléaire. Abréviations: ADN: Acide désoxyribonucléique; ARNm: Acide Ribonucléique
messager ; KPNA : Karyophérine-a ; KPNB : Karyopherine-B1 ; TDP-43 : Tar DNA-binding protein of 43 kDa ; TREX :
complexe TRansciption EXport. Figure réalisée avec 1’outil de dessin Biorender (https://biorender.com/).
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2.1.5 Implication de la TDP-43 dans la physiopathologie des DLFT

Dans les DLFT, de multiples processus pathologiques coexistent et se complétent. Ainsi, il
semblerait que la perturbation des fonctions cellulaires de cette protéine soit a la fois la cause

et la conséquence de son agrégation (figure 16) (128).
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Figure 16 : Implication de la TDP-43 dans la physiopathologie des DLFT. L’analyse du tissu cérébral des patients souffrant
de protéinopathie a TDP-43 a permis mettre en évidence dans certaines zones (A) une dégénérescence neuronale, (B) un défaut
de TDP-43 au niveau nucléaire et (C) la présence de TDP-43 sous forme agrégée dans le cytoplasme. Des processus
moléculaires ont été décrit pour expliquer ces observations, notamment (1) une diminution de 1’auto-rétrocontréle de la
production d’ARNm fonctionnels codant pour la TDP-43, (2) entrainant une synthése accrue de TDP-43 au niveau
cytoplasmique, (3) qui sera clivée en fragments carboxy-terminaux et (4) subira des modifications post-traductionnelles
anormales, perturbant son élimination et (5) favorisant son accumulation dans des agrégats ou (6) sous forme de granules de
stress. (7). Les agrégats pourront séquestrer divers facteurs de transport de cette protéine, génant son retour du cytoplasme au
noyau, entretenant un cercle vicieux par amplification du point (1). Figure réalisée avec 1’outil de dessin Biorender
(https://biorender.com/). Abréviations : ARNm : acide ribonucléique messager ; C-terminaux : extrémités carboxy-terminales
de la TDP-43 ; DLFT : dégénérescences lobaires frontotemporales ; TDP-43 : Tar DNA-binding protein of 43 kDa.
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. Dérégulation de la localisation cellulaire de la TDP-43

Dans les premiers articles identifiant la TDP-43 chez des patients DLFT et SLA, les neurones
sains présentaient surtout de la TDP-43 nucléaire, et les neurones des zones cérébrales
pathologiques présentaient des agrégats cytoplasmiques de TDP-43 (75,76). Ces observations

ont par la suite ét¢ validées dans de nombreuses études (71,129—-131).

Des observations suggerent que la localisation cytoplasmique de cette protéine est un
phénomene important dans le développement des protéinopathies 8 TDP-43. En effet, un lien a
été constaté entre la répartition anormale de la TDP-43 entre le noyau et le cytoplasme et des
dysfonctionnements cellulaires accompagnés d’une certaine toxicité neuronale, chez le
poisson-zebre, le rat ou certains primates (132—134). De plus, stimuler la macro-autophagie
cytoplasmique semblerait augmenter la durée de survie des neurones (135), tandis que 1’inhiber
induirait la formation d’agrégats de TDP-43, qui sont des structures caractéristiques des

DLFT-TDP (136).

La localisation aberrante de la TDP-43 pourrait s’expliquer notamment par un défaut de
transport cellulaire de cette protéine (137-139). En effet, dans des cultures de neurones
hippocampiques de souris, certaines mutations dans le SLN de la TDP-43 ont entrainé la
délocalisation et 1’agrégation de la protéine dans le cytoplasme (140,141). Chez des souris
transgéniques dont I’expression du SLN était contrélée par la doxycycline, la perte de TDP-43
nucléaire et les agrégats cytosoliques de cette protéine étaient par ailleurs concomitants a un
processus neurodégénératif et a la mort prématurée des animaux. De fagon intéressante,
ré-exprimer le SLN apres les premiers symptomes permettait de retrouver la TDP-43
majoritairement localisée dans le noyau et de freiner la perte neuronale (142). Les transporteurs
KNPA semblent en outre spécifiquement subir une diminution de leur expression globale chez
les patients DLFT-TDP et SLA. Une déplétion nucléaire de ce transporteur associée a son
agrégation cytoplasmique ont également été mises en €vidence dans un modé¢le de drosophile

présentant une protéinopathie a TDP-43 (130).
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. Perturbation des fonctions cellulaires de la TDP-43

Une des conséquences de la localisation aberrante de la TDP-43 est I’apparition du phénomene
dit de « perte de fonction nucléaire ». En effet, une détérioration du métabolisme de nombreux
acides nucléiques a été constatée chez des souris présentant des variants pathogeénes dans le

gene codant pour la TDP-43 (128).

Ces anomalies de métabolisme des ARNm semblent notamment passer par une perturbation
des capacités d’épissage de la TDP-43 pathologique (93,143), résultant de son absence au
niveau nucléaire, de la perte d’interaction entre la TDP-43 et des composantes du splicéosome

et de la diminution de I’affinité de cette protéine pour les acides nucléiques (144—146).

Les anomalies d’épissage alternatif des ARNm par la TDP-43 peuvent se traduire par une
diminution de I’expression de protéines, ou a I’inverse par leur surexpression. Ainsi, la TDP-43,
qui a la capacité d’autoréguler négativement sa concentration cellulaire via 1’épissage alternatif
de son propre ARNm, est retrouvée a des niveaux ¢levés dans le cerveau des patients
DLFT-TDP et SLA, en particulier dans le cortex frontal et I’hippocampe (147—-149). Dans un
modele murin présentant une mutation du géne de la TDP-43 connue pour étre associée a la
SLA chez I’homme, I’analyse du cortex cérébral des animaux adultes a révélé une diminution
de 80 % de I’excision de I’intron 7 des ARNm (normalement épissé en cas d’auto-rétrocontrole
négatif efficient), aboutissant a une augmentation de 45 % de I’expression de la TDP-43 (150).
Cependant, si beaucoup d’études semblent aller dans le sens d’une augmentation de la synthése
de la TDP-43 en conditions pathologiques, ce qui semble par ailleurs étre neurotoxique (151),
des expériences menées sur des souris transgéniques, synthétisant une TDP-43 sans SLN, ont
mis en €évidence une baisse de la TDP-43 endogéne chez ces animaux, associée a une

dégradation de leur moelle épiniere (152).

En cas de mutations de la TDP-43, il a ¢galement été constaté un phénomene de « gain de
fonctionnement » nucléaire pour cette protéine vis-a-vis de certains de ses ARNm cibles, sans
vraiment encore comprendre comment ceci s’intégre dans la physiopathologie des DLFT-TDP.
L’exon « Exb17 » présent dans le pré-ARNm codant pour la sortiline est par exemple deux fois
plus excisé chez des souris synthétisant une TDP-43 mutée en comparaison a des souris
sauvages. Pour rappel, I’excision de cet exon permet d’obtenir un récepteur membranaire a la

progranuline fonctionnel (150).
50



De tels gains de fonctionnement ont également €té décrit au niveau cytoplasmique, ou
I’augmentation de la concentration en TDP-43 aurait pour effet d’inhiber plus fortement qu’a
I’¢état physiologique la traduction de certaines protéines, par des interactions renforcées avec

les protéines ribosomales (153,154).

. Modifications post-traductionnelles cytoplasmiques affectant la TDP-43

Dans le cytoplasme, la TDP-43 qui n’est pas transférée vers le noyau peut également subir des
modifications post-traductionnelles (MPT) anormales (155). Les MPT sont des modifications
affectant les protéines apres leur synthese, permettant de moduler la localisation cellulaire et
les fonctions des protéines, mais ¢galement parfois de faire varier leur demi-vie en favorisant

ou en inhibant leur dégradation.

Dans les premiéres publications d’identification de la TDP-43 dans un contexte de DLFT, il a
été décrit une hyperphosphorylation spécifique de la TDP-43 pathologique dans le cortex et la
moelle épiniere des sujets DLFT-TDP et SLA (75,76).

Ce phénomene a ensuite été mis en évidence dans d’autres études (156). Il a également été
observé que certaines mutations pathologiques du gene TARDBP peuvent introduire ou retirer
des sites de phosphorylation de la protéine, suggérant I’implication de son état de
phosphorylation dans la physiopathologie des protéinopathies a TDP-43 (155). Les sites de
phosphorylation de la TDP-43 pathologique ont alors été recherchés, notamment par une
analyse en spectrométrie de masse de la TDP-43 issue d’agrégats de tissu cérébral humain
(157). Des expériences ont également ¢t¢ conduites avec des techniques faisant appel a des
anticorps, générés par I’immunisation d’animaux avec des peptides recombinants phosphorylés

au niveau des acides aminés d’intérét (tableau III) (158).

Ces ¢tudes ont permis de valider cing sites de phosphorylation de la TDP-43 contenue dans des
inclusions pathologiques issues du tissu humain. En effet, la phosphorylation des sérines en
position 379, 403, 404, 409 et 410 semble relativement spécifique de la TDP-43 pathologique.
Les anticorps détectant la TDP-43 dont les sérines sont phosphorylées a la fois en position 409
et 410 ont permis de mettre en évidence des agrégats cytoplasmiques, sans marquage du noyau

des neurones (157,159-161).
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. Epitope du Sérines
Premiere priop

Fabricant peptide phosphorylé Espéce Clonalité

citation .
recombinant es

Sigma- Neumann

Aldrich 2009 (160) 1D3 403-414 409/410 rat mono
Cosmobio  Hasegawa TIP-PTD-P05 398-408 403/404
2008 (157)
lapin poly
TIP-PTD-P01 &
P02 405-414 409/410
Inukai .
2008 (159) TIP-PTD-MO01 405-414 409/410 souris mono
Proteintech - ohetier 22309-1-AP i 409/410 lapi 1
roteimtec 2012 (161) -1=- mconnu apln pO y

Tableau III : Principaux anticorps pour 1’étude de la TDP-43 phosphorylée publiés dans la littérature.

Les conséquences fonctionnelles de ces phosphorylations anormales ne sont pas complétement
comprises, mais il semblerait qu’elles diminuent la solubilité¢ de la TDP-43 et augmentent sa
demi-vie dans les cellules (162). Elles pourraient aussi favoriser 1’oligomérisation de la protéine
et la formation de fibrilles, aboutissant a son agrégation (157,163). Cependant, ces résultats sont
a considérer avec prudence, certaines études ayant conclues que les phosphorylations observées
chez la TDP-43 pathologique serait un mécanisme de défense, permettant d’augmenter sa

solubilité et de réduire sa toxicité (164,165).

En paralléle du processus de phosphorylation anormale, il semblerait que 1’ubiquitination des
agrégats de TDP-43 soit une caractéristique-clef des protéinopathies a TDP-43. En modéles
cellulaires, les lysines en position 84, 95, 102, 114, 212, 140, 145, 160, 176 181 et 263 ont ainsi
¢été identifiées comme ubiquitinylées (166,167). La lysine ubiquitinylée en position 84 semble
par ailleurs perturber le retour de la TDP-43 au noyau (168). Dans le tissu humain, seule
I’ubiquitination de la lysine en position 79 est actuellement validée, par une étude en
spectrométrie de masse de tissu provenant d’un patient atteint de SLA (163). De méme, leur
implication physiopathologique nécessite des études supplémentaires. Cependant, la mise en
¢vidence de cette MPT permet d’envisager qu’une altération du SUP soit impliquée dans le

défaut de dégradation de la TDP-43 dans les DLFT-TDP.
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La TDP-43 pathologique pourrait aussi subir des réactions d’acétylation. En effet, deux de ces
MPT ont été identifiées dans une étude, toujours en modele cellulaire, au niveau des lysines en
position 145 et 192, situées respectivement dans le MRA 1 et le MRA 2. Ces modifications
semblent altérer la liaison de la TDP-43 aux acides nucléiques, et favoriser la phosphorylation
des sérines en position 409 et 410 (169). Dans cette étude, les auteurs ont également réalisé
des travaux a partir d’un anticorps spécifiquement dirigé contre la TDP-43 acétylée en position
145. 1ls ont ainsi révélé qu’une telle forme de la protéine entre dans la composition des
inclusions de TDP-43 situées dans la moelle épiniere de patients SLA, mais n’est pas retrouvée
au niveau cérébral chez les patients DLFT-TDP. Cette découverte suggere alors que certaines

MPT puissent étre différentes entre la SLA et les DLFT.

En cas de stress oxydatif, les six cystéines de la TDP-43 pourrait en outre s’oxyder, et former
des ponts disulfures entre deux protéines adjacentes, favorisant alors 1’agrégation de la protéine.
Si ces observations n’ont été validées qu’in vitro ou en modéle cellulaire, il a néanmoins été
¢tabli que des niveaux plus élevés de TDP-43 pontée sont retrouvés dans le cerveau de patients
DLFT compar¢ a des individus sains (170). Cependant, 1a encore I’implication précise de cette
MPT dans la physiopathologie des protéinopathies a TDP-43 nécessite des recherches

supplémentaires pour étre intégralement comprise.

. Fragmentation de la TDP-43

Les études portant sur les protéinopathies a TDP-43 ont permis de mettre en évidence des
fragments de cette protéine, de masses apparentes comprises entre 25 et 35 kDa (75,76,171).
Ces fragments pourraient étre carboxy-terminaux, car ils sont détectés par des anticorps dirigés
contre cette partie de la TDP-43, et non par des anticorps dirigés contre 1'épitope composé des

acides aminés 6 a 24 de la protéine (172).

En utilisant un anticorps anti-TDP-43 phosphorylée en position 409/410, la réalisation de WB
a partir de protéines extraites du tissu cérébral de patients DLFT a permis de définir le profil de
migration de ces fragments. Dans ces conditions, on retrouve classiquement chez les patients
atteints de DLFT-TDP trois bandes majoritaires a 23, 24 et 26 kDa, accompagnées de deux

bandes minoritaires a 18 et 19 kDa.
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Ces cinq bandes, correspondant a des fragments de la TDP-43, sont communs a tous les types
de DLFT-TDP. Cependant, I’analyse de ’intensité des trois bandes majoritaires laisse entrevoir
quelques différences entre les différents types neuropathologiques (figure 17)
(85,131,157,173). 1l apparait ainsi que la bande de 23 kDa est généralement la plus intense chez
les patients DLFT-TDP de type A et C. Cette différence serait néanmoins plus marquée dans le
type C. Dans ce dernier, la bande de 26 kDa semble aussi étre trés faible, voire invisible. Dans
le type B, la bande de 24 kDa est la plus intense. Enfin, le type E présenterait une bande
majoritaire de 26 kDa, reflétant la présence de fragments plus longs que chez les autres types,
associée a des bandes de 24 et 23 kDa de faible intensité. Il existe néanmoins une variabilité
importante au sein de chaque type de DLFT-TDP, et des chevauchements entre les différents

types (160).

Type A B C A B €

- - 25 kDa

— . —
- 20 kDa

Figure 17 : Profils caractéristiques des fragments carboxy-terminaux de la TDP-43 détectés par un anticorps dirigé contre la
forme phosphorylée en 409/410 de cette protéine, chez les individus atteint de DLFT de type A, B et C. Adapté de Kawakami
etal (131).

Les mécanismes exacts de production de ces fragments restent inconnus. Une des limites des
études reposant sur la génération de fragments de TDP-43 en mode¢le cellulaire ou animal, est
que ceux-ci ne correspondent jamais completement aux fragments observés en post-mortem au
sein du tissu cérébral humain. Il a néanmoins été proposé qu’ils soient la conséquence des
perturbations de I’épissage alternatif de pré-ARNm de la TDP-43 (174). Ainsi, dans un mode¢le
murin, I’introduction d’un oligonucléotide anti-sens au niveau de I’intron 6 du géne codant pour
la TDP-43, générateur d’ARNm pathologiques, était associée a la présence de fragments

cytosoliques insolubles (175).
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Ces fragments pourraient ¢galement étre issus de la lyse incompléte de la TDP-43. Des analyses
en spectrométrie de masse de fragments de la protéine dégradée par la trypsine ont permis de
proposer plusieurs sites de clivage de son extrémité carboxy-terminale, dont les acides
aspartiques en position 219 et 247 (176). Certaines €tudes ont aussi propos¢ un clivage par les

caspases ou les calpaines (177,178).

Il existe également des interrogations concernant 1’implication de ces fragments dans le
processus neurodégénératif. Si leur toxicité et leur place centrale dans la physiopathologie des
protéinopathies & TDP-43 semblaient bien établies dans des modéles cellulaires ou animaux
depuis la fin des années 2000 (176-179), celles-ci ont récemment été remises en question,
notamment car ces fragments sont rarement retrouvés au niveau de la moelle épinic¢re des
patients souffrant de SLA (180). Quoi qu’il en soit, ces reliquats de TDP-43, ne présentant plus
de SLN, sont donc dans I’incapacité d’étre adressé€s au noyau et pourraient alors s’accumuler
dans le cytoplasme, puis s’associer entre eux et recruter de la TDP-43 sous forme totale,

participant ainsi a la formation d’agrégats de cette protéine (181,182).

. Formation d’agrégats cytoplasmiques de TDP-43

La présence d’agrégats de TDP-43 dans le cytoplasme des neurones est un marqueur
pathognomonique chez les patients atteints de protéinopathies a TDP-43. Ainsi, leur mise en
évidence dans différentes régions lors de I’examen neuropathologique du tissu cérébral permet

d’obtenir un diagnostic certain (25,26).

La formation de tels agrégats semble étre le résultat de plusieurs processus pathologiques. En
effet, la fuite et I’accumulation de la TDP-43 au niveau cytoplasmique ainsi que les MPT
anormales et la fragmentation qu’elle y subit semble en étre des éléments clefs (97). De plus,
des travaux dans des cultures cellulaires humaines ont li¢ I’altération des fonctions d’épissage
de la TDP-43 a la présence d’isoformes agrégées de la protéine (183). Par ailleurs, 1’inhibition
du systtme de macro-autophagie, qui contréle en partie 1’élimination des protéines
cytoplasmiques anormales, chez un modéle murin porteur d’une mutation impliquée dans les
SLA a abouti a la présence d’agrégats protéiques intraneuronaux de TDP-43, associés a une
dénervation rapide (184). L’inhibition pharmacologique du SUP, qui est le second systéme de
controle cellulaire de la qualité des protéines, dans des cultures de neurones s’est également

accompagnée de la formation d’agrégats de TDP-43 (185).
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Enfin, la formation d’agrégats de TDP-43, sous ses formes totale ou fragmentées, semble lice
aux propriétés de son extrémité carboxy-terminale. En effet, sa délétion dans une étude a permis
d’observer une baisse de I'agrégation de la TDP-43 chez des levures (186). Certaines portions
de I’extrémité carboxy-terminale de la protéine ont en outre démontré leur capacité a former

des fibrilles in vitro (187).

D’un point de vue structurel, 1’analyse en résonnance magnétique nucléaire de la partie
carboxy-terminale de la TDP-43 a montré que cette région contenait de courts segments
conformés en feuillets-beta, connus pour faciliter I’agrégation des protéines (188). D’autres
¢tudes ont montré que, grace a leur complémentarité stérique, certains de ces segments
pouvaient s’assembler en « fermeture éclair », qui est un motif caractéristique des protéines
contenues dans les structures fibrillaires retrouvées dans les DLFT et SLA (figure 18)

(189,190).
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Figure 18 : Exemple de trois segments de la région carboxy-terminale de la TAR DNA-binding protein of 43 kDa, qui peuvent
s’arranger en « fermeture éclair », grace a leur conformation en feuillet-béta, leur offrant une certaine complémentarité stérique.
Les séquences sont spécifiées au-dessus de chaque structure. Les feuillet-béta droits sont représentés en bleu, et ceux repliés
en rouge. Abréviations : A : alanine ; G : glycine ; L : leucine ; N : asparagine ; Q : glutamine ; S : sérine ; Y : tyrosine. D’aprés
Guenther et al (191).

Des ¢études en microscopie €lectronique ont également montré que la large région du cceur
amyloide avait la propriété d’adopter des conformations, soit « en dague » (résidus 311-360),
soit en « R » (résidus 286-331), permettant 1’assemblage de TDP-43 adjacentes (figure 19)
(192).
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Figure 19 : Exemple d’interactions entre les coeurs amyloides de deux TAR DNA-binding protein of 43 kDa adjacentes, grace
a leurs conformations complémentaires « en dague » dans les structures fibrillaires. (A) Deux segments contenus entre
I’asparagine en 312 (N 312) et la sérine en 347 (S 347) peuvent s’associer. (B) Il est également possible qu’un segment compris
entre 1’asparagine en 312 (N 312) et I’asparagine en 352 (N 352) s’associe au segment situé entre la méthionine en 311 (M 311)
et ’asparagine en 346 (N 346). Adapté de Cao et al (192).

D’autres études portant sur la région du cceur amyloide (allant des acides aminés 311 a 360) ont
mis en évidence une grande richesse de cette région en acides aminés polaires (glutamine,
asparagine, glycine et sérine), qui forment des séquences dont I’analyse en résonance
magnétique nucléaire a montré une certaine vulnérabilit¢ aux changements de milieu
(température, pH, augmentation de la concentration en protéines totales). Cette vulnérabilité se
traduit par des altérations conformationnelles, touchant notamment les structures de type

hélices-alpha, associées a la formation d’agrégats de TDP-43 (193,194).
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Cette agrégation semble étre précédée par un phénomeéne de séparation de phases
liquide-liquide, également médiée par 1’extrémité carboxy-terminale de la protéine (195). Ce
phénomene correspond a un isolement de la TDP-43 vis-a-vis de son milieu biologique
(196,197). 11 a par ailleurs été décrit pour d’autres protéines, dans plusieurs maladies
neurodégénératives, pour tenter d’expliquer 1’agrégation de protéines via leur domaine
« prion-like » (71). Des études de mutagenése ciblée dans des levures ou des cultures
d’embryons de rein humains ont permis d’envisager que les régions RID, entourant le cceur

amyloide, soient impliquées dans ce phénomene (99,198,199).

Ainsi, en cas de stress cellulaire oxydatif, ou de forte concentration protéique, plusieurs
protéines de TDP-43 dispersées dans un milieu liquide en condition physiologique peuvent
former des gouttelettes, appelées « organelles sans membrane ». Néanmoins, au sein de ces
structures, la protéine peut encore interagir avec les ARN ou retourner dans le milieu

environnant (200).

Si les modifications du milieu perdurent, une structure de type hydrogel peut se former. Une
¢tude a démontré que les acides aminés de la TDP-43 allant de la position 312 a 317 sont
essentiellement aromatiques, et peuvent générer les interactions nécessaires au regroupement
de plusieurs TDP-43 sous forme d’hydrogel (191). Dans cette structure, la TDP-43 ne peut plus
interagir avec les ARN, mais un retour a un état dispersé reste possible (201). Dans le cas

contraire, il est finalement possible que des agrégats définitifs se forment (figure 20) (202).

TDP-43 dispersée Gouttelette liquide Hydrogel Agrégats
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Figure 20 : Séparation en phase liquide/liquide de la TDP-43 et de son milieu. Dans certaines conditions, des molécules de
TDP-43 qui existent physiologiquement sous forme dispersée peuvent s’isoler de leur milieu biologique en formant des
gouttelettes liquides, par des interactions entre leurs RR-G. De cette structure, des protéines peuvent sortir et renter, et les ARN
ont encore des interactions avec la TDP-43. Si le phénomeéne de séparation s’amplifie, les gouttelettes adoptent une
conformation en hydrogel, qui peut conduire a I’agrégation de la TDP-43, qui est le seul phénomeéne irréversible.
Abréviations : ARN : acide ribonucléique ; ECT : extrémité carboxy-terminale ; TDP-43 : Tar DNA-binding protein of 43
kDa.
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L’implication de la région amino-terminale de la TDP-43 dans le processus d'agrégation est
moins claire que celle de la région carboxy-terminale. L’analyse par résonance magnétique
nucléaire de la structure du MRA 1 a montré que ce segment a la capacité de s'agréger via la
formation de feuillets-beta (203). De plus, certaines mutations ou des MPT affectant la

séquence du SLN semblent accélérer la transition d’organelles sans membrane aux agrégats

(204,205).

Cependant, d’autres études rapportent que 1’extrémité amino-terminale de la TDP-43 pourrait
plutot freiner I’agrégation de la protéine. En effet, les oligomeres et homodimeéres
physiologiques de TDP-43 formés grace a cette région s’averent résistants au stress cellulaire.
De plus, au sein de ces structures, les extrémités carboxy-terminales des TDP-43 sont écartées
les unes des autres, diminuant ainsi leur interaction (103,187). Cette caractéristique structurelle
différencie ces oligomeres des oligomeres pathologiques, a la capacité d’agrégation supérieure,
décrits chez les patients atteints de DLFT et de SLA (206). Enfin, une étude sur I’assemblage
de la TDP-43 en hydrogel a montré que la fixation des KPNA et KPNB sur le SLN de la protéine

empéchait le maintien d’une telle structure (201).

Le role des agrégats de TDP-43 dans le processus neurodégénératif inhérent aux protéinopathies
continue d’étre discuté. IIs pourraient exercer une toxicité cellulaire directe (206). L’initiation
d’un stress aboutissant a 1’apoptose des neurones a ainsi été décrit (207). Cette toxicité pourrait
également étre indirecte, en interférant avec le transport de la TDP-43 ou d’autres protéines,
voire d’acides nucléiques (208). Ce mécanisme passerait par la s€questration de divers facteurs
de transport cellulaires, dont des nucléoporines et des karyophérines, mesurées en faible
quantité sous forme libre dans des modeles cellulaires ou murins de protéinopathie a TDP-43
(202,209,210) . La séquestration des KPNA et des KPNB qui, en plus d’assurer le transport de
la TDP-43 du cytosol au noyau, sont des facteurs limitant son agrégation par fixation au niveau
de son extrémité amino-terminale, pourrait alors servir de boucle d’amplification a la formation
d’agrégats de TDP-43. En effet, le transport altéré de cette protéine semble induire une
diminution de son auto-rétrocontrdle nucléaire, donc des concentrations élevées de TDP-43
cytoplasmique qui s’accumule. Cette accumulation favorise alors sa séparation de phases
liquide-liquide, donc la formation d’hydrogel puis in fine d’agrégats irréversibles, pouvant

séquestrer davantage de nucléoporines.
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Cependant, une étude menée sur des drosophiles a permis d’envisager ces agrégats comme un
mécanisme de défense et de protection des neurones vis-a-vis de protéines pathologiques (211).
Quoi qu’il en soit, dans une étude récente faisant appel a des radiotraceurs permettant de
mesurer la densité de la microglie, il a ét¢ montré que les régions corticales comportant des
agrégats protéiques €taient les méme que celles soumises a un processus de neuroinflammation
chez des patients atteints de DLFT probable ou confirmée par des études neuropathologiques

(212).

. Formation de granules de stress cytoplasmiques

Si les agrégats observés en cas de protéinopathie a TDP-43 sont composés majoritairement de
TDP-43, il est aussi possible que cette protéine soit retrouvée dans des granules de stress (GDS),
qui sont des organelles sans membrane composées de plusieurs protéines. En effet, dans le cadre
d’une réponse a un stress oxydant, osmotique, hypoxique ou thermique, une cellule peut
déclencher I’agrégation momentanée de différentes protéines, dont la TDP-43 via son domaine
« prion-like » (213,214). Ces protéines seront généralement liées a un ARNm cible dans les
GDS, car ces structures visent a séquestrer et protéger temporairement des ARNm codant pour
des protéines non nécessaires a la cellule pour sa réponse au stress (215). Les GDS peuvent
¢galement contenir des protéines de transport entre le cytoplasme et le noyau temporairement

non nécessaires, ou des facteurs d’initiation de la traduction de différentes protéines (216).

En cas de stress cellulaire trop intense, ou en présence de certaines mutations dans la séquence
de la TDP-43, les GDS, initialement protectrices, vont avoir tendance a grossir exagérément
pour aboutir a des structures de type hydrogel, notamment par augmentation locale de la
concentration protéique. Ces hydrogels serviront alors de précurseur pour des agrégats

ribonucléoprotéiques irréversibles.

L’assemblage prolongé de telles structures a démontré une certaine cytotoxicité en culture
cellulaire (217). Cependant, cette cytotoxicit¢ semble indépendante de celle générée par
I’assemblage d’agrégats purs de TDP-43 (200). Il semblerait alors que ces deux types d’agrégats

puissent coexistent dans les cellules (71,218).
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. Transmission d’agrégats de TDP-43 de neurone a neurone

Pour expliquer le caractére progressif de la symptomatologie des protéinopathies a TDP-43, il
a été proposé que cette protéine, et notamment sa forme agrégée, puisse étre transmise de
neurone a neurone. En effet, dans les DFLT et la SLA, la TDP-43 phosphorylée initialement
située dans des zones corticales limitées semblent avoir la capacité de diffuser au sein du tissu
nerveux de manicre centrifuge, le long des fibres axonales. Cette protéine peut ainsi €tre utilisée
comme marqueur cérébral de la propagation de la maladie chez les patients (219). Cependant,
les quatre stades neuropathologiques définis selon I’examen du tissu cérébral post-mortem pour

la SLA et les DLFT-TDP ne sont pas réellement corrélés aux symptomes cliniques (220).

Cette transmission des agrégats pourrait passer par leur relargage par les cellules dans 1’espace
interstitiel. En culture cellulaire, un mécanisme d’exocytose et un systeme d’excrétion de la
TDP-43 pathologique via des vésicules extracellulaires ont ét¢ mis en évidence, qu’elle soit
sous forme monomérique ou oligomérique (221,222). Ces deux phénomenes semblent étre

complétés par un systeéme de nanotubes reliant les neurones (figure 21) (223).

TDP-43 phalloidin

¥,

Figure 21 : Transmission des agrégats de TDP-43 par des nanotubes dans un mod¢le cellulaire, révélée en microscopie a
fluorescence. Ces agrégats (en rouge), le noyau des neurones (en bleu) et les structures de type nanotube (en vert) sont repérés
griace a des marquages immunofluorescents. Le fondu (merge) de tous les marquages permet de mettre en évidence que les
nanotubes relient plusieurs neurones entre eux (fleches blanches). Sur la droite de la figure, un élargissement permet d’observer
de la TDP-43 agrégée dans les nanotubes (téte de fleche blanche). Abréviations : TDP-43 : TAR DNA-binding protein of 43
kDa. D’apreés Ding et al (223).
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Chez I’animal, seuls les deux premiers phénomenes de transmission de la TDP-43 de neurones
a neurones ont ét¢ décrits (222,224). L’expulsion des formes agrégées de la TDP-43 vers le
milieu interstitiel pourrait étre une mesure de défense cellulaire, visant a limiter I’exposition
des neurones aux protéines pathologiques. En effet, dans un modéle murin de protéinopathie a
TDP-43, une diminution provoquée du mécanisme de sécrétion extraneuronale vésiculaire a
conduit a des atteintes motrices et comportementales précoces chez les animaux (222).
Cependant, une fois libéré dans le milieu interstitiel, de tels agrégats peuvent étre internalisés
par les cellules voisines, notamment lorsqu’ils sont contenus dans des vésicules d’excrétion

(221).

) « Contamination » de la TDP-43 physiologique

Apres avoir pénétré dans une cellule saine, les TDP-43 pathologiques pourraient transmettre
leurs anomalies de conformation a de nouvelles protéines, initiant ainsi la formation de
nouvelles inclusions. Il a en effet été montré qu’une protéinopathie a pu étre induite chez des
souris ayant subi une injection intracérébrale de TDP-43, extraite d’agrégats cérébraux d’un
patient atteint de DLFT-TDP. Aprés I’injection, des agrégats cytoplasmiques de TDP-43 ont
été observés chez les animaux, en association avec un déficit nucléaire en TDP-43 (225). Par
ailleurs, les agrégats de TDP-43 sont également relativement résistants aux protéases et a la
chaleur. Ces trois propriétés permettent d’attribuer a la TDP-43 un caractere dit « prion-like »
(226). Pour rappel, I’extrémité carboxy-terminale de la protéine présente une homologie de
séquence avec la protéine Prion, impliquée dans la maladie de Creutzfeldt-Jakob. Cette protéine
a été la premiere décrite comme ayant la capacité de transmettre sa conformation anormale a

des protéines correctement conformées (227).

Pour expliquer la grande variabilité phénotypique rencontrée au sein des DLFT-TDP
(tableau I), ’hypothése de différentes conformations pathologiques de cette protéine a été
émise. Chacune pourrait alors présenter des propriétés physiques et biochimiques différentes,
influengant la propagation et la toxicité de la TDP-43 (131,228). A titre d’exemple, I’action de
la trypsine et de la chymotrypsine sur la TDP-43 extraite du tissu cérébral de différents patients
a révélé des sensibilités variables face a ces traitements, que ce soit entre les types de

DLFT-TDP, ou entre des sujets DLFT-TDP et SLA (229).
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Dans une autre étude, de la TDP-43 pathologique cérébrale issue d’agrégats de type A, B ou C
a été déposée dans une lignée cellulaire exprimant de la TDP-43 native. Chaque échantillon
cellulaire était en contact avec un seul type de TDP-43 pathologique. Apres quelques jours, les
cultures ont été lysées. Une analyse en WB des lysats cellulaires a alors été réalisée, avec un
anticorps anti-TDP-43 phosphorylée en position 409/410. Les profils de migration des
fragments carboxy-terminaux de la TDP-43 se sont révélés différents entre les échantillons. En
revanche, ils étaient similaires au profil de migration de la TDP-43 pathologique avec laquelle

ils avaient €té mis en contact (226).

Mieux comprendre la transmission des différentes conformations pathologiques de la TDP-43
facilitera le développement de modeles cellulaires ou animaux se rapprochant le plus possible
du métabolisme physiologique et/ou pathologique de cette protéine. Ceci pourrait alors
permettre I’émergence de thérapeutiques ciblées pour la prise en charge des DLFT. Cependant,
si I’on estime que la TDP-43 est impliquée dans presque la moitié des cas de ces pathologies,
les analyses immunohistologiques post-mortem pratiquées sur les patients atteints de DLFT ont
aussi réveélé la présence d’autres protéines dans des inclusions cérébrales localisées au niveau

du cortex frontal ou et temporal (43).

2.2.  Autres protéines impliquées dans les DLFT

La composition des agrégats cérébraux permet de classer la plupart des patients atteints de
DLFT en trois ou quatre groupes. Les groupes des patients DLFT-Tau et DLFT-TDP sont
largement majoritaires, représentant respectivement 40 % et 50 % des cas totaux de DLFT
(43,79). Un troisieme groupe, de moindre effectif, se compose de patients caractérisés par des
agrégats cérébraux de protéines pouvant lier les ARN n’étant pas la TDP-43, dont les principaux
représentants sont la protéine Fused in Sarcoma, la protéine Ewing Sarcoma, et le TATA binding
associated factor 15. Ainsi, ce groupe est trouveé dans la littérature sous le terme de DLFT-FET

(230).

Un dernier sous-type de DLFT, nommé « DLFT avec des inclusions positives a des marqueurs
du SUP » (DLFT-UPS, pour ubiquitin-proteasome system markers) regroupe des patients au
sein de familles danoise et belge ne présentant pas d’inclusions de protéines Tau, TDP-43 ou
FET, mais des inclusions composées de la protéine sequestosome 1 (p62), qui se lie a

I’ubiquitine et intervient dans le SUP (231).
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2.2.1 Protéine Tau

La protéine Tau, retrouvée essentiellement dans les axones des neurones et dans les cellules
gliales, appartient a la famille des protéines associées aux microtubules (MTU) (232). Elle a
pour fonction de former ces MTU, en favorisant la polymérisation des unités de tubuline et en
inhibant leur dépolymérisation (233). Les MTU étant des éléments majeurs du cytosquelette
des neurones, la protéine Tau permet alors indirectement de stabiliser les axones, et plus

généralement de maintenir une structure cellulaire correcte.

Un autre de ses grands roles est d’assurer le bon fonctionnement du transport axonal rétrograde
et antérograde (234). On lui trouve également dans la littérature des fonctions nucléaires,
comme la protection des acides nucléiques en cas de stress cellulaire et une implication dans la

régulation de I’activité des synapses (235,236).

La protéine Tau a été identifiée comme étant impliquée dans les DLFT vingt ans avant la
TDP-43 (69). Avant cela, elle fut également une des premieres protéines observées dans ces
pathologies. En effet, en 1911, Alois Alzheimer, qui travaillait alors 2 mieux définir la MA sur
le plan neuropathologique, publia les résultats d’examen du tissu cérébral de patients présentant
des troubles du langage ou du comportement. Macroscopiquement, il décrivit chez ces patients
une atrophie localisée au niveau des lobes frontaux et temporaux. A I’examen histologique, il
ne retrouva chez ces sujets ni accumulation de plaques extraneuronales, ni enchevétrements
fibrillaires intraneuronaux typiques de la MA, mais des neurones ballonnés, dont le cytoplasme
renfermait des granulations compactes, rondes et argyrophiles. En 1926, ces neurones furent
baptisés « cellules de Pick », et les granulations qu’ils contenaient « corps de Pick », en
référence aux travaux préalables d’Arnold Pick (22). En effet, ce scientifique, neurologue et
psychiatre, avait d¢ja décrit dans des rapports de cas parus entre 1892 et 1906, une atrophie
limitée aux lobes frontaux et temporaux chez cinq patients présentant une aphasie, associée
chez certains a des signes de déclin intellectuel ou a des troubles comportementaux (237).
Arnold Pick a ainsi été le premier a énoncer le concept de troubles cognitifs liés a des lésions

localisées dans des zones spécifiques du cerveau.
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Le terme de maladie de Pick (MP1i) est apparu pour la premiere fois en 1926, a la suite de la
description de cinq nouveaux cas d’atrophies frontotemporales bilatérales. Si cette
dénomination était a I’époque synonyme de DLFT, les définitions histologique et clinique de
ces deux entités évoluerent ensuite, au gré des progres effectués dans la compréhension des
mécanismes neurodégénératifs. Fait amusant, en 1991 une réévaluation des travaux initiaux de
Pick a mis en évidence que parmi les patients autopsiés, deux souffraient en fait de MA et qu’un

troisiéme avait subi un accident vasculaire cérébral (237).

Les années 1990 furent aussi la période durant laquelle émergea le concept de “tauopathies”,
regroupant des maladies neurodégénératives dans lesquelles la protéine Tau est impliquée. On
y retrouve la MA, bien que celle-ci soit considérée comme une tauopathie secondaire, car
d’autres protéines jouent un rdle dans sa physiopathologie. Le groupe des tauopathies dites
primaires, dans lesquelles la protéine Tau est la protéine centrale du processus neurodégénératif,
est constitué principalement de la MPi (environ 30 % des cas) des SCB (environ 35 % des cas)

et de la PSP (environ 30 % des cas) (81).

Ces trois tauopathies primaires sont souvent regroupées sous le terme de DLFT-Tau dans la
littérature. Les tauopathies primaires comprennent également des maladies plus rares, comme

les tauopathies sporadiques multisystémiques et les maladies a grains argyrophiles (171).

Physiologiquement parlant, les tauopathies primaires se distinguent les unes des autres par la
localisation cellulaire et la distribution cérébrale des agrégats de Tau (65). Certaines peuvent
¢galement se distinguer par les différentes isoformes de la protéine Tau prédominant dans les
agrégats (tableau IV). Ces isoformes sont obtenues grace a I’épissage alternatif d’ un pré-ARNm
unique, lui-méme transcrit a partir du géne Microtubule associated protein Tau (MAPT) situé

sur le bras long du chromosome 17 et composé de seize exons.

Les isoformes de la protéine Tau ont, par définition, des séquences en acides aminés proches,
mais différent par deux aspects : tout d’abord au niveau de leurs extrémités amino-terminales,
appelées domaines de projection, les séquences codées par les exons 2 et 3 peuvent étre
présentes ou non. Ensuite, du c6té carboxy-terminal, appelé domaine d'assemblage, le nombre
de domaines d’attachement aux MTU peut étre de trois, codés par les exons 9, 11 et 12, ou de

quatre, codés par les exons 9, 10, 11 et 12.
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Ces domaines d’attachement aux MTU, d’une trentaine d’acides aminés chacun, sont composés
des motifs répétés et sont donc désignés par la lettre “R” dans la littérature. Au niveau cérébral,
il existe ainsi chez 1’étre humain six isoformes de Tau, dont trois de Tau 3R et trois de Tau 4R

(figure 22) (238) .

Chaque isoforme est exprimée différemment au cours du développement cérébral. Si chez le
feetus, seule I’isoforme 3R la plus courte est exprimée, chez ’adulte, on retrouve autant de Tau
3R que de Tau 4R. Dans les tauopathies primaires, il existe un déséquilibre de production des
différentes isoformes, modifiant le ratio Tau 3R/Tau 4R (tableau IV) (238). On peut noter que
puisque la TDP-43 est impliquée dans ’épissage alternatif du pré-ARNm de la protéine Tau, et
favorise 1’inclusion de 1’exon 10, un changement dans 1’expression de cette protéine pourrait
avoir un impact sur le ratio 3R/4R de la protéine Tau, par augmentation de la syntheése de Tau
4R. L’influence des protéinopathies a TDP-43 sur les tauopathies n’est cependant pas encore

complétement compris (239).
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Figure 22 : Représentation de la transcription, de I’épissage alternatif puis de la traduction des six isoformes cérébrales de la
protéine Tau humaine. Certains exons sont systématiquement transcrits et traduits (bleu clair et bleu foncé). Parmi ceux-ci,
on retrouve les exons 9, 11 et 12, codant pour trois domaines d’attachement de la Tau aux MTU (bleu foncé). Les exons 2
(rouge), 3 (vert) et 10 (jaune, codant pour un quatriéme domaine d’attachement aux MTU) sont transcrits mais sont
parfois épissés. Les exons 4A, 6 et 8 ne sont pas transcrits au niveau cérébral. Abréviations : a.a : acides aminés ; ARNm :
acide ribonucléique messager ; MTU : microtubules ; N : extrémité amino-terminale ; R : domaine répétés d’attachement aux
MTU ; protéine Tau : protéine Tubule associated unit.
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Tauopathies

primaires

Isoformes
majoritaires

Distribution cellulaire

Distribution cérébrale

PSP 4R Inclusions neuronales : Cortex :
neurones ballonnés possibles préfrontal, temporal inférieur, moteur
. . primaire
Inclusions astrocytaires :
astrocytes en touffes Régions sous-corticales :
ganglions de la base, hippocampe et
amygdale
Tronc cérébral et cervelet
DCB 4R Inclusions neuronales Cortex
Inclusions astrocytaires : Régions sous-corticales :
plaques astrocytaires en couronne  ganglions de la base, hippocampe et
amygdale
MPi 3R Inclusions neuronales : Cortex :
neurones ballonnés possibles couches I a IV

Régions sous-corticales :
gyrus denté et hippocampe

Tableau IV : Comparaison des anomalies de la protéine tau entre les principales tauopathies primaires par analyse
immunohistochimique du tissu cérébral. Abréviations : DCB : dégénérescence corticobasale ; MPi : maladie de Pick ; PSP :
paralysie supranucléaire progressive.

Les anomalies dans la proportion des isoformes de la protéine Tau dans les DLFT-Tau, mises
en évidence au niveau du tissu cérébral par les études immunohistochimiques, sont également
observables sur les profils moléculaires réalisés par WB a partir de protéines extraites de ce
tissu. Les individus sains ou atteints de MA présentent ainsi trois bandes majeures de 60, 64 et
68 kDa et une bande moins intense de 72 kDa. Les profils des pathologies 4R, comme les SCB
ou la PSP, montrent deux bandes majeures de 64 et 68 kDa, la bande de 72 kDa étant mineure
et inconstante. Enfin, dans la MP1, les bandes de 60 et 64 kDa sont les plus intenses (figure 23)
(240).
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Figure 23 : Bandes obtenues par Western Blot, réalisés a partir d’homogénats de cerveau humain d’un sujet contrdle agé et de
patients atteints de maladie d’Alzheimer (MA), de dégénérescence corticobasale (DCB), de paralysie supranucléaire
progressive (PSP) et de maladie de Pick (MPi). Les profils électrophorétiques dépendent des isoformes majoritairement
présents au niveau cérébral, les fléches rouges indiquant les bandes majoritaires et les bleues les bandes minoritaires. Adapté
de Sergeant et al (240).
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L'étude de la composition des agrégats cérébraux des protéinopathies primaires a permis de
mettre en évidence une hyperphosphorylation de la protéine Tau pathologique (241). Ce
changement dans son métabolisme, associ¢ a d’autres MPT, telles que la glycosylation ou
I’acétylation, auraient pour conséquence une diminution de I’affinité de la protéine Tau pour
les MTU, impliquant une déstabilisation de ces structures et in fine la perte de leur fonction de
soutien et de transport (242). Les MPT anormales subies par la protéine pourraient également
favoriser la formation d’agrégats de protéine Tau, notamment par une baisse de sa solubilité.
Ces structures pourraient alors séquestrer des formes normales de la protéine Tau ou
éventuellement d’autres protéines associées aux MTU (243). Cette agrégation pourrait en outre
étre facilitée par la génération de peptides insolubles par action d’enzymes comme les caspases,
les calpaines ou les aminopeptidases (244). La conjonction de la perte de fonctions des MTU
et de la formation d'agrégats de protéine Tau pourrait finalement engendrer une dégénérescence

neurofibrillaire, conduisant a la mort neuronale (245).

2.2.2 Protéines nucléaires liant les ARN

Les protéines Fused in Sarcoma (FUS), Ewing Sarcoma (EWS) et le TATA-binding protein-
associated factor 15 (TAF 15) sont des protéines nucléaires pouvant lier les ARN, retrouvées
dans des inclusions cérébrales, chez des patients atteints de DLFT pour lesquelles ni la TDP-43

ni la Tau n’ont pu étre mises en évidence.

En 2009, la protéine FUS, parfois appelée FUS/TL pour Fused in sarcoma/translocated in
liposarcoma, a ét¢ la premicre a €tre identifiée dans ce contexte (246). Les DLFT caractérisées
par de telles inclusions ont alors été regroupées sous le terme de DLFT-FUS. En 2011, il a été
montré que les protéines EWS et TAF 15 étaient également systématiquement présentes dans
les agrégats cérébraux des patients autopsiés atteints de DLFT-FUS. Ces derni¢res ont
subséquemment ét¢ renommées DLFT-FET (247). La présence des protéines EWS et TAF 15
au sein des agrégats de protéine FUS n’est pas retrouvée chez les patients souffrant de SLA

(146).
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La protéine FUS est une ribonucléoprotéine hétérogene nucléaire, comme la TDP-43. Ces deux
protéines présentent par ailleurs des similitudes dans leurs structures. En effet, la protéine FUS
possede un domaine amino-terminal riche en glutamine, glycine, sérine et tyrosine, suivi d’une
région riche en glycine. Elle présente ¢galement un SEN inclus dans une région MRA tres
conservée. Son extrémité carboxy-terminale est composée d’un SLN, précédé d’une région
comportant des motifs arginine-glycine-glycine répétés, lui permettant une conformation locale

en doigt de zinc (figure 24) (248).

SLN

SEN
N I I UV TR

AAl 82-98 106 165 191 239-250 262 274 414

SEN DDZ SLN
N RR-QGSY RR-G MRA RR-RGG C

AAl 165 267 an 422 526

Figure 24 : Comparaison de la structure des protéines (A) TDP-43 et (B) FUS. Abréviations : AA : acide aminé ; C : extrémité
carboxy-terminale ; DDZ : domaine structuré en doigt de zinc ; FUS : protéine Fused in sarcoma ; MRA : motifs de
reconnaissance des acides nucléiques ; N : extrémité amino-terminale ; RR-G: région riche en glycine ; RR-QGSY : région
riche en glutamine, glycine, sérine et tyrosine ; RR-RGG: région riche en motifs arginine-glycine-glycine ; SEN : signal
d’exportation nucléaire ; SLN: signal de localisation nucléaire, TDP-43 : TAR DNA-binding protein of 43 kDa.

La protéine FUS est impliquée dans la réparation de I’ADN, et dans diverses fonctions
similaires a la TDP-43, comme 1’épissage alternatif de certains ARNm et leur transport du
noyau au cytoplasme, ainsi que dans la transcription de protéines au niveau cytoplasmique par

interaction avec les protéines ribosomales (70).

Toujours comme pour la TDP-43, il a été démontré que la protéine FUS peut subir des MPT
anormales de type phosphorylation et ubiquitination, en cas de DLFT ou de SLA. Il semblerait
¢galement qu’elle soit hypométhylée spécifiquement dans les DLFT (249). Enfin, elle entrerait
¢galement dans la composition des GDS (250).

En revanche, a I’inverse de la TDP-43, aucune mutation de la protéine FUS n’a pour I’instant
¢été identifiées par I’étude de relativement grandes cohortes de sujets atteints de DFLT-FET
(251). Des mutations isolées chez certains patients ont toutefois €té rapportées (252,253). Ces
¢tudes génétiques €taient motivées par le fait que la découverte de variants a forte pénétrance
pathologique pour les protéines TDP-43 et Tau, a permis de développer des outils pour

renforcer les arguments basés sur I’examen clinique des patients lors du diagnostic d’une DLFT.
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3. Outils complémentaires a la clinique pour le diagnostic des DLFT

Le diagnostic des DLFT repose en premier lieu sur I’examen clinique, 1’imagerie cérébrale et
I’évaluation neuropsychologique des patients. Cependant, ces pathologies peuvent présenter un
recouvrement symptomatologique avec d’autres affections, dont les maladies psychiatriques
primaires (MPP) (254). 11 a été estimé dans une étude que 50 % des patients bvFTD seraient
initialement diagnostiqués a tort comme souffrant de dépression, de schizophrénie ou de
troubles bipolaires (255). Une confusion est également possible avec la MA, pour laquelle des
patients présentent parfois de maniére atypique une atteinte comportementale ou des troubles
du langage au premier plan (256). Ainsi, 10 a 30 % des patients ayant des symptdmes cliniques
compatibles avec une DLFT se révéleraient finalement atteint de MA a 1’autopsie (22). Ainsi,
le délai entre les premiers symptomes et la réalisation d’un diagnostic de DLFT dans un centre
de référence est en moyenne de plus d’un an et dure parfois plusieurs années (220). Ces errances
diagnostiques peuvent conduire a une prise en charge thérapeutique inadaptée des patients. A
titre d’exemple, les inhibiteurs d’acétylcholinestérase et la mémantine, qui possédent une
autorisation de mise sur le marché dans le traitement symptomatique de la MA, pourraient
aggraver les troubles des patients atteints de DLFT (257,258). Les erreurs de diagnostic
pourraient également poser des difficultés pour I’inclusion de sujets dans des essais cliniques,
et rendre difficile I’interprétation des résultats de ces essais, concernant notamment 1’efficacité

de potentiels médicaments (259).

Pour renforcer le diagnostic ante-mortem des DLFT, certains outils ont ét¢ développés et
validés. Depuis 2011, les recommandations établies par des associations d’experts incluent ainsi
certaines techniques d’imagerie médicale et la recherche de mutations génétiques dans les
criteres de diagnostic, pour en permettent une hiérarchisation plus fine (25,26). Le diagnostic
du variant comportemental est ainsi qualifi¢ de « possible » lorsque trois des six criteres
cliniques d’atteinte du comportement cités précédemment sont observés. Il devient « probable »
par ajout d’une preuve a I’imagerie médicale et « certain » en cas de preuve histopathologique
par autopsie cérébrale ou de mise en évidence de variants génétiques connus pour étre impliqués
dans les DLFT. Sur le méme modele, le diagnostic des APP est « possible » aprés examen
clinique ou « confirmé par 1'imagerie ». Dans ces deux cas de figures, il reste un diagnostic de
présomption. Pour avoir un diagnostic «défini», i1l faudra la encore une preuve

histopathologique ou génétique.
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3.1. Recherche de variants moléculaires pathogenes

Au sein des maladies neurodégénératives, les DLFT présentent des caractéristiques génétiques

particuliéres :

D’une part, le nombre de cas liés a une étiologie génétique est trés élevé dans ce groupe de
maladies. En effet, une histoire familiale serait présente dans environ 40 % des cas (260). Cela
se traduit pour les patients par I’existence d’au moins un membre de leur famille au premier
degré atteint de DLFT, de SLA ou de maladie de Parkinson. Des variants pathogenes sont
¢galement mis en évidence chez 7 % des patients sans histoire familiale et présentant des signes
d’atteinte comportementale isolée, et chez 14 % des patients sans histoire familiale associant

une atteinte comportementale et motrice (261).

D’autre part, si des mutations pathologiques dans les génes MAPT, codant pour la protéine Tau,
et TARDBP, codant pour la TDP-43, ont été décrites, il existe également chez les patients
atteints de DLFT des mutations dans des génes codant pour des protéines n’étant pas retrouvées
dans les inclusions cérébrales. La fréquence de telles mutations est par ailleurs parfois beaucoup
plus élevée que celles affectant le géne TARDPB (tableaux V et VI). Les trois génes MAPT,
Progranulin (GRN) et Chromosome 9 open reading frame 72 (C9ORF72) seraient ainsi
retrouvés dans pres de 20 % de tous les cas de DLFT, et dans plus de 60 % des cas de DLFT
génétiques (262). La pénétrance élevée des mutations pour ces trois génes en fait des outils de

diagnostic de premier plan (25,26).

De plus, le fait que des variants pathogenes du gene C9ORF72 soient communs a la SLA et aux
DLFT renforcent 1I’idée d’un continuum physiopathologique entre ces pathologies (tableau V).
En revanche, la fréquence beaucoup plus importante de mutations dans le géne FUS chez les
patients atteints de SLA, comparé aux sujets atteints de DLFT, souligne la complexité de ces

deux maladies (tableau VII).
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Les trois principales mutations mises en évidence dans les DLFT. Abréviations : AP : autophagie via les

lysosomes ; ARNm : acide ribonucléique messager ; C9ORF72 : gene Chromosome 9 open reading frame 72 ; DFLT-TDP et

Tableau V

braux de TAR DNA-binding protein of 43 kDa

S céré

des agrégat:

éea

.

lobaire frontotemporale associ

7

’

cgenerescence

.

DLFT-Tau : d

ou de protéine tubule associated unit ; G4C2 : hexanucléotide de 4 guanines et 2 cytosines ; GA : glycine et alanine ; GP :

glycine et proline ; GR : glycine et arginine ; GRN : géne Progranulin ; MA : maladie d’ Alzheimer ; MAPT : géne microtubule
associated protein Tau ; MPi : maladie de Pick ; MTU : microtubules ; p62 : protéine sequestosome 1 ; PA : proline et alanine

tés de la protéine Tau ; SCB : syndrome

corticobasal ; SLA : sclérose latérale amyotrophique ; SUP : systéme ubiquitine-protéasome.

épé

; PR : proline et arginine ; PSP : paralysie supranucléaire progressive; R : motif r
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Exemples de mutations peu fréquentes identifiées dans les DLFT-TDP. Abréviations: ADN :

Tableau VI

s

.

désoxyribonucléique ; ARN : acide ribonucléique ; ARNm : acide ribonucléique messager ; DFLT-TDP : d

lobaire frontotemporale associée a des agrégats cérébraux de TAR DNA-binding protein of 43 kDa ; p62 : protéine

\

systeme

SUP :

latérale amyotrophique ;

sclérose

Paget; SLA:

de

maladie des os
ubiquitine-protéasome ; TBK1 : gene et protéine TANK Binding Kinase 1 ; TARDBP : gene TAR DNA binding protein ; VCP :

Paget :

1;

sequestosome

Valosin-containing protein.

éine

t prot

géne e
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Exemples de mutations peu fréquentes identifi

Tableau VII

éique ;

; ARN : acide ribonucl

éique

ésoxyri

’

: ADN : acide d

iations

()

2

Abr

érogene.

16

é
ARNm : acide ribonucléique messager ; CHMP2B : gene et protéine charged multivisceral protein 2B ; DFLT-TDP :

des inclusions a la composition h

lobaire frontotemporale associée a des agrégats cérébraux de TAR DNA-binding protein of 43 kDa ; DFLT-

s

cgenerescence

’

d

Fused in Sarcoma, Ewing

éines

ts cérébraux de proté

éga

.

a des agr

ée

lobaire frontotemporale associ

7

.

égénérescence

FET: d

Sarcoma et TATA binding protein-associated factor 15 ; DLFT-UPS : dégénérescence lobaire frontotemporale associée a des

inclusions positives pour des marqueurs du SUP ; FUS : géne et protéine Fused in Sarcoma ; p62 : protéine sequestosome 1 ;

Paget : maladie des os de Paget ; SOSTM1 : geéne sequestosome 1 ; SLA : sclérose latérale amyotrophique ; SUP :

ubiquitine-protéasome.

systéme
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Si la mise en évidence de variants pathogénes permet d’obtenir un diagnostic ante-mortem de
DLFT qualifié de « défini » ou de « certain », un tel test ne permet pas de prédire avec certitude
les symptomes cliniques a venir chez des sujets au stade présymptomatique, y compris au sein
de la méme famille (262). En effet, malgré des tendances dans la corrélation entre le statut
génétique, le type de protéine agrégée et les phénotypes cliniques, il n’existe aucune association
stricte (figure 25). Les symptdmes cliniques semblent en fait plutdt déterminés par la

localisation anatomique des lésions que par leur nature (41).
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Figure 25 : Principales associations clinico-pathologiques et génétiques dans les DLFT et leur troubles moteurs associés. Les
genes impliqués sont précisés a coté de chaque symptomatologie clinique. Les fleches symbolisent les associations cliniques
courantes. Les inclusions protéiques de TDP-43 (en bleu) représentent une majorité des cas de SLA et d’APP fluente, un peu
moins de la moiti¢ des bvFTD, quelques cas de SCB et d’APP non fluente, ainsi que de trés rares cas d’APP logopénique. Les
DLFT-Tau (en vert) composent la quasi-totalité des PSP, une proportion importante d’ APP non fluentes, de SCB et de bvFTD,
mais aussi un petit nombre d’APP fluentes. Les protéines impliquées dans la maladie d’ Alzheimer (en violet) sont retrouvées
dans la plupart des cas d’ APP logopénique, dans quelques cas d’APP non fluente ou fluente et de SCB, ainsi que dans de rares
cas de bvFTD. Enfin, il existe pour un petit nombre de SLA et de bvFTD d’autres mutations et/ou protéines agrégées (en
orange). Abréviations : APP : aphasie primaire progressive ; APP L : APP logopénique ; APP F : APP fluente ; APP NF :
APP non fluente; bvFTD : variant comportemental des dégénérescences lobaires frontotemporales; C90rf72: gene
Chromosome 9 open reading frame 72 ; DLFT : dégénérescences lobaires frontotemporales ; FUS : géne Fused in Sarcoma ;
GRN : geéne Progranulin; MAPT: géne Microtubule associated protein Tau ; PSP : paralysie supranucléaire
progressive ; SCB : syndrome corticobasal ; SLA : sclérose latérale amyotrophique ; Tau : protéine tubule associated unit ;
TDP-43 : protéine TAR DNA-binding protein of 43 kDa; TARDBP : géne TAR DNA binding protein ; VCP : géne
Valosin-containing protein.
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3.2. Imagerie médicale

L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) et la tomographie par émission de positons au
BF_fluorordeoxyglucose (TEP-FDG) sont actuellement les deux techniques d’imagerie
médicale classiquement utilisées pour le diagnostic des DLFT (25,26). Elles sont notamment
utiles au diagnostic différentiel de ces pathologies, en permettant par exemple d’exclure une

MA, un accident vasculaire cérébral ou une tumeur cérébrale.

D’autres techniques d’imageries ont montré des résultats trés encourageants concernant le
diagnostic précoce et le suivi des DLFT. Des études complémentaires sont néanmoins

nécessaires pour valider leur usage en pratique clinique courante.

3.2.1 Evaluation des changements dans la structure cérébrale

. IRM et atteintes caractéristiques de la substance grise

L’IRM permet de mesurer le volume cérébral global, mais également de localiser une possible
atrophie au niveau du cortex cérébral. Cette seconde propriété a été a la base de la majorité des

¢tudes dans le cadre du diagnostic des DLFT.

Il a ainsi été défini des profils d’atrophie cérébrale particuliers, en fonctions de 1’atteinte
clinique (figure 26). Dans le variant comportemental de ces pathologies, I’atrophie corticale est
généralement plutét symétrique, frontale et temporale. Plus spécifiquement, le cortex
préfrontal, les régions temporales antérieures, ’insula et le cortex cingulaire antérieur sont
particulierement touchés (302). Il existe cependant une grande hétérogénéité a I’échelle
individuelle dans la répartition et I’intensité des Iésions au sein des bvFTD (303). Quatre motifs
d’atrophie pourraient finalement leur €tre associés, suivant que celle-ci prédomine au niveau
frontal ou temporal, et que I’atteinte soit focale ou répartie entre les lobes frontaux et temporaux.
De plus, il semblerait que chez certains patients, 1’atrophie corticale concerne aussi le lobe
pariétal (304). Enfin, des structures sous-corticales comme 1’hippocampe, 1’amygdale, les

ganglions de la base ou le thalamus peuvent aussi étre touchées (305).
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Dans les APP non fluentes, 1’atrophie corticale est généralement asymétrique et prédomine
plutdt dans I’hémispheére cérébral gauche. Des changements sont observés au niveau du gyrus
temporal supérieur, du gyrus frontal inférieur, du cortex préfrontal et du cortex insulaire (306).
Avec le temps, I’atrophie peut se propager aux autres structures de 1’hémisphére cérébral
gauche, comme le cortex temporal latéral et pariétal antérieur, ou toucher I’hémisphere cérébral

droit (307).

Dans les APP fluentes, 1’atrophie cérébrale prédomine classiquement a gauche, bien qu’un
variant présentant une atrophie dominante au niveau de I’hémisphere cérébral droit ait été décrit
(308). Cette atteinte de la substance grise est principalement observée au niveau des lobes
temporaux antérieurs et inférieurs, mais peut également toucher le gyrus fusiforme et le cortex
entorhinal (309). Pour les patients dont I’atteinte est sévere, I’atrophie corticale tendra a gagner
le lobe temporal droit, mais également les cortex orbitofrontaux, insulaires et cingulaires
antérieurs, pouvant expliquer I’apparition de troubles comportementaux associés (310). Enfin,
au niveau sous-cortical, I’amygdale et ’hippocampe peuvent aussi étre atteints (311).

Les motifs retrouvés a I’IRM pour les patients atteints de bvFTD, ou d’APP fluente et non
fluente, épargnent généralement le cortex postérieur. Cette caractéristique permet alors de

distinguer les patients atteints de DLFT et de MA (312).

APP APP
non fluente fluente

Figure 26 : Atrophies corticales caractéristiques des symptomes cliniques rencontrés dans les DLFT. Lorsque I'IRM est
pondérée en T1, la graisse apparait hyper-intense (couleur claire) et I'eau hypo-intense (couleur sombre). Abréviations :
bvFTD : variant comportemental des DLFT ; APP : aphasie primaire progressive. Adapté de Meeter et al (305).
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Pour les rares sujets présentant une APP logopénique dont la pathologie sous-jacente est une
DLFT, un motif caractéristique permet aussi de les distinguer de la MA. Dans ce cas de figure,
les troubles du langage s’accompagnent d’une atrophie cérébrale localisée principalement au
niveau de la jonction temporo-pariétale gauche (262). Comme pour les deux autres types
d’APP, I’atrophie gagnera bien souvent I’hémisphere cérébral droit avec 1’évolution de la

maladie (313).

Des profils d’atrophie pour les trois variants d’étiologie génétique les plus fréquents ont aussi
été¢ décrits, indépendamment de la symptomatologie clinique (figure 27). En effet, des
mutations dans le géne GRN s’accompagnent d’une atrophie corticale asymétrique des lobes
temporal, frontal inferieur et pariétal inferieur. Des mutations dans le gene MAPT sont associées
a une atrophie symétrique antéro-temporale et orbitofrontale, impliquant parfois le cortex
insulaire et cingulaire antérieur. Finalement, des expansions dans le géne C9ORF72 se
caractérisent par une atrophie symétrique et largement distribuée, impliquant le cortex
dorsolatéral, frontal médian, orbitofrontal, temporal antérieur et pariétal, mais également le
thalamus et une partie du cervelet (305,306). Par ailleurs, il a été mis en évidence que 1’atrophie
corticale se développe plus rapidement en cas de mutation dans le géne GRN qu’en cas

d’expansion dans le géne C9ORF72 (314).

MAPT C9ORF72

Figure 27 : Atrophies corticales caractéristiques des mutations principales mises en évidence chez les patients atteints de
DLFT. Abréviations : C9ORF72 : géne Chromosome 9 open reading frame 72 ; GRN ; géne Progranulin ; MAPT : géne
Microtubule associated protein Tau. Adapté de Meeter et al (305).
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Si des motifs spécifiques a I’IRM ont été décrits en fonction de la symptomatologie clinique et
des mutations rencontrées dans les DLFT, une classification en fonction des différentes
protéines agrégées n’a pas encore été définie. Il est ainsi aujourd’hui impossible de différencier
une DLFT-Tau d’une DLFT-TDP par I’IRM pour les patients ne présentant pas de mutation
identifiée (304). Des études ont néanmoins permis 1’ébauche de profils pour différencier les
quatre types principaux de DLFT-TDP, mais les premiers résultats doivent étre complétés par

des études de plus grandes cohortes (315,316).

Enfin, malgré quelques études longitudinales, I’intérét du suivi de I’atrophie corticale comme
marqueur d’évolution de la maladie n’est pas encore établi. Il se pourrait cependant que ce
phénoméne soit détectable par IRM une dizaine d’années avant les premiers symptomes
cliniques, chez des sujets asymptomatiques porteurs de mutations au niveau des génes MAPT,

GRN ou C9ORF72 (317).

o Imagerie en « tenseur de diffusion » et atteinte de la substance blanche

L’imagerie en « tenseur de diffusion » (ITD) dérive de I’'IRM, mais repose sur I’analyse du
mouvement des molécules d’eau dans plusieurs directions et non celui des protons comme dans
I’IRM classique. Elle apporte des informations sur d’autres structures cérébrales que le cortex
et permet par exemple de réaliser une cartographie des axones formant la substance blanche
cérébrale sous-corticale, en spécifiant leur intégrité (figure 28). Cette substance blanche
pourrait étre d’un intérét majeur pour la compréhension de la propagation des processus
neurodégénératifs (318). Elle est donc actuellement a 1’étude pour aider au diagnostic des DLFT

(305).

CC : corps calleux

Figure 28 : Mise en évidence des fibres du corps calleux par imagerie en tenseur de diffusion. Adapté de Zhang et al (319).
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Malgré un certain nombre de recouvrements, cette technique semble prometteuse pour
distinguer les différents phénotypes cliniques des DLFT, mais aussi et surtout les patients
souffrant de DLFT et de MA. En effet, I’atrophie de la substance blanche apparait moins
importante dans cette deuxiéme pathologie (319).

L’ITD pourrait aussi révéler des profils 1ésionnels de la substance blanches particuliers, suivant
le statut génétique des sujets atteints de DLFT (320). Il semblerait par ailleurs que ces 1ésions
soient plus importantes chez les sujets présentant des variants pathogénes sur le géne GRN
(321). Cette accentuation serait aussi visible dans les DLFT-Tau en comparaison des

DLFT-TDP (322,323).

Enfin, il a été observé que des anomalies structurelles sous-corticales chez les patients atteints
de DLFT semblent étre plus précoces que les lésions du cortex (322). Ces Iésions précedent
¢galement parfois les premiers signes cliniques, laissant espérer I’émergence d’un marqueur

biologique précoce (324,325).

3.2.2 Evaluation des changements fonctionnels cérébraux

° TEP-FDG et métabolisme du glucose

La TEP permet de visualiser ’hypométabolisme du glucose dans certaines zones cérébrales,

par I’injection veineuse de '*F-fluorordeoxyglucose au patient (FDG) (4).

Dans les DLFT, ces zones d’intérét correspondent classiquement a celles dans lesquelles une
atrophie de la substance grise est mise en évidence a I’IRM, chez les sujets montrant des signes
de bvFTD ou d’APP fluente, non fluente et logopénique (figure 29) (38,326). Une telle
superposition peut aussi étre observée chez les sujets DLFT présentant des mutations dans les

génes GRN, MAPT et C9ORF72 (327-329).

L’intérét de la TEP réside alors dans le fait que les altérations du métabolisme du glucose
semblent étre beaucoup plus précocement observables que I’atrophie cérébrale (327,330).
Cependant, cette technique pourrait étre a 1’origine de faux-positifs, notamment chez des

patients atteints de MPP (326).
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APP non fluente APP logopénique
TEP-FDG IRM TEP-FDG IRM

APP fluente
TEP-FDG IRM

Zones et jaunes :
métabolisme normal du glucose

Zones ble :

hypométabolisme du glucose

Figure 29 : Images cérébrales de patients atteints d’APP, obtenues en IRM classique et par TEP-FDG. Les fleches montrent
que les régions touchées par une atrophie corticale, et celles dans lesquelles surviennent un hypométabolisme du glucose sont
superposables. Abréviations : APP : aphasie primaire progressive ; FDG : '8F-fluorordeoxyglucose ; IRM : imagerie par
résonnance magnétique ; TEP : tomographie par émission de positons. Adapté de Bonakdarpour ez al (38).

. TEP-PiB et dépots cérébraux de peptide béta-amyloide

Lorsqu’elle est associée a I’injection veineuse d’un traceur nommé « Pittsburgh
compound B » (PiB), la TEP permet de visualiser les dépots cérébraux composés de peptide
béta-amyloide. Cette technique est approuvée par les agences du médicament américaine et

européenne depuis 2012 dans le cadre du diagnostic différentiel des DLFT et de la MA (331).

La TEP-PiB permet en effet de réaliser un diagnostic différentiel entre ces pathologies, car la
mise en évidence de tels dépdts est typique chez les patients atteints de MA, et absente chez la
plupart des sujets souffrant de DLFT (332). Beaucoup de patients pour lesquels un diagnostic
clinique d’APP logopénique est réalisé présentent un motif de dépot de peptide béta-amyloide
similaire a celui observé dans la MA (39,333). Pour les rares cas d’APP logopéniques
PiB-négatives, les motifs cérébraux obtenus par IRM et les résultats du PET-FDG évoquent

toutefois une DLFT (314,333).
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I1 existe également d’autres cibles pour les traceurs utilisables par TEP, notamment ceux liant
la protéine Tau (334-336). Cependant, actuellement aucun n’est capable de mettre en évidence
tous les isoformes de cette protéine, et il semblerait qu’il faille associer les différents ligands
pour avoir une vue d’ensemble des tauopathies (337). Cependant, depuis mai 2020 Ie
Flortaucipir ([F18]T807 ; 18F-AV1451) est approuvé par I’agence du médicament américaine
(338).

. Marquage de spins artériels et perfusion artérielle cérébrale

Le marquage de spins artériels (MSA) est une technique d’IRM dite « fonctionnelle »,
permettant d’évaluer la perfusion artérielle de zones cérébrales d’intérét. Son principe repose

sur le marquage magnétique non invasif des protons de 1’eau dans le sang artériel (339).

Dans les DLFT, une hypoperfusion artérielle peut étre visualisée dans les zones cérébrales ou
un hypométabolisme du glucose et une atrophie corticale sont mises en évidence par TEP-FDG

et IRM classique.

Elle partage avec la TEP-FDG 1’avantage d’une positivité précoce comparé a I’IRM classique,
notamment avant I’apparition de signes cliniques (340). Elle permet également la distinction
des sujets atteints de DLFT et de MA avec de bonnes performances analytiques (figure 30)
(341-343). L’intérét majeur du MSA par rapport a la TEP-FDG, réside alors dans le fait qu’il
s’agit d’un acte n’exposant le patient a aucune radiation et réalisable en parallele d’une

exploration cérébrale par IRM classique (340).
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TEP-FDG IRM MSA

Figure 30 : Comparaison des images cérébrales d’un sujet contrdle et de patients atteints de MA et de bvFTD. Sur les images
du MSA et de la TEP-FDG, les zones rouges et jaunes signalent une perfusion artérielle et un métabolisme du glucose normaux,
et les zones bleu-vert un hypométabolisme de ce glucide et une hypoperfusion sanguine. Les fléches montrent que les régions
dans lesquelles surviennent un hypométabolisme du glucose, et celles touchées par une hypoperfusion artérielle sont identiques.
Abréviations : bvFTD : variant comportemental des DLFT ; FDG : '8F-fluorordeoxyglucose ; IRM : imagerie par résonnance
magnétique ; MA : maladie d’Alzheimer ; MSA : marquage de spins artériels ; TEP : tomographie par émission de positons.
D’aprés Haller et al (341).

J IRM fonctionnelle a I’état de repos et connexions des aires cérébrales

L’IRM fonctionnelle a 1’état de repos (IRM-fer) est, comme le MSA, une technique d’IRM
fonctionnelle, mesurant localement des fluctuations du niveau d’oxygene sanguin. Ces mesures
permettent 1’évaluation des connexions entre plusieurs zones cérébrales, formant des réseaux.
Différents réseaux peuvent ainsi étre étudiés, comme le réseau du langage et de la sémantique,
plutot localisés dans I’hémispheére gauche du cerveau, le réseau saillant permettant
I’interprétation des émotions et la régulation du comportement, le réseau des fonctions
exécutives, ou encore le réseau du « mode par défaut » (RMPD). Ce dernier s’active lorsqu’un
patient se trouve dans un état de repos, c'est-a-dire qu’il ne pense a rien en particulier.
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Le variant comportemental des DLFT est fréquemment associé a une diminution spécifique des
connexions entre le cortex frontal, insulaire et cingulaire antérieur, et plus globalement entre
toutes les structures formant le réseau saillant, incluant aussi ’amygdale, le thalamus et le
striatum (344). 1l a alors été proposé que ces connexions réduites soient compensées par une
augmentation de la connexion du RMPD (344,345). Cependant, des connexions normales, voire
augmentées, au sein du réseau saillant ont aussi été rapportées en cas de bvFTD (346), tout
comme une connexion normale du RMPD (347). Ces contradictions entre les études pourraient
néanmoins s’expliquer, au moins en partie, par I’application de méthodes différentes, sur des

automates différents (305).

Dans quelques études, I’IRM-fer appliquée a des patients atteints d’ APP non fluentes a permis
de conclure a une réduction fréquente de connexion au niveau du lobe frontal et temporal
gauche (348). Une baisse de connexion neuronale a aussi €té mise en évidence dans les aires

motrices liées au langage, qui permettent un discours fluide (349).

Concernant les patients atteints d’APP fluente, sans surprise, le réseau sémantique semble
particuliérement touché par une diminution des connexions neuronales, notamment au niveau
du lobe temporal antérieur gauche (350). D’autres régions du lobe temporal gauche, mais
¢galement le cortex frontal, I’amygdale, I’hippocampe et le noyau codé pourraient par ailleurs

étre touchés (348).

Des motifs particuliers de connexion ont également été décrits chez les patients présentant une
mutation dans les genes C9ORF72 ou GRN, mais ces travaux doivent désormais €tre validés

sur de plus grands échantillons (345,351).

Enfin, les variations de connexions des aires cérébrales précedent parfois I’atrophie de la
matiere grise et les premieres manifestations cliniques chez les patients. En effet, une altération
(augmentation ou diminution) de connexion a été observée au niveau du cortex fronto-insulaire
et/ou cingulaire antérieur chez certains sujets, porteurs de mutations impliquées dans les DLFT
asymptomatiques au moment de 1’analyse (324,345,352). La encore, ces observations doivent

maintenant étre poursuivis sur de plus grandes cohortes.
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3.3. Recherche de biomarqueurs protéiques pour le diagnostic des DLFT

En paralléle du développement d’outils génétiques et de I’imagerie médicale, d’intenses
recherches ont été conduites ces vingt derniéres années afin d’évaluer 1’intérét de certaines
protéines dans le cadre du diagnostic ante-mortem des DLFT. Elles ont été¢ étudiées
essentiellement dans les fluides biologiques comme le LCS ou le plasma, mais aussi dans des
¢léments figurés du sang (353). A ce jour, et malgré certaines avancées, aucun marqueur

étiologique n’est validé pour une utilisation en routine clinique.

L’objectif pour les chercheurs est d’obtenir des biomarqueurs issus de matrices relativement
accessibles, permettant a la fois de compléter les arguments cliniques des médecins, de
déterminer le stade de la pathologie et de suivre sa progression de facon objective. Idéalement,
ces marqueurs pourraient également permettre de détecter les sujets aux stades les plus précoces
et d’évaluer une éventuelle réponse a des nouveaux traitements en test (305). Pour répondre a
I’ensemble de ces objectifs, la recherche de marqueurs protéiques s’est organisée autour de
deux grands axes (figure 31). Le premier axe a consisté a étudier des protéines jouant un role
clef dans la physiopathologie des DLFT, afin d’obtenir des marqueurs protéiques étiologiques
(353). Le deuxiéme axe a consisté a rechercher des marqueurs protéiques indirects, reflétant

des processus lésionnels généraux (354).

TDP-43 p-Tau 181

spécifique des DLFT-TDP marqueur de la MA
NfL et pNfH
non spécifiques

©

/ \ v
margueur de la MA

Protéines DR Progranuline
spécifiques des DLFT-CRORF72 spécifique des DLFT-GRN

Figure 31 : Principales protéines étudiées pour le développement de biomarqueurs dans un contexte de DLFT. Abréviations :
Ab-42 : peptide beta-amyloide de 42 acides aminés ; C9ORF72 : gene Chromosome 9 open reading frame 72 ; DLFT :
dégénérescences lobaires frontotemporales ; GRN : géne Progranulin ; MA : maladie d’Alzheimer ; NfL : neurofilaments a
chaine légere ; maladies ND : maladies neurodégénératives ; pNfH : neurofilaments phosphorylés a chaine lourde , p-Tau
181 : protéine Tubule associated unit phosphorylée en position 181 ; protéines DR : protéines formées de dipeptides répétés ;
Tau-totale : toutes les formes de la protéine Tubule associated unit ; TDP-43 : TAR DNA-binding protein of 43 kDa.
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3.3.1 Marqueurs protéiques étiologiques des DLFT

° TAR DNA-binding protein of 43 kDa

Au niveau cérébral, la TDP-43 totale ou fragmentée, monomérique ou agrégée, peut étre libérée
dans le milieu interstitiel, suite a la dégénérescence des neurones ou par des mécanismes
cellulaires d’excrétion des protéines pathologiques, puis rejoindre le LCS du fait de sa proximité
avec le parenchyme cérébral et de 1’absence de 1’absence de barriére étanche (223,355,356).
Une étude récente a ainsi confirmé des mouvements de TDP-43 entre ce fluide biologique et le
cerveau. En effet, chez des souris exprimant la TDP-43 humaine, 1’infusion intracérébrale
durant deux semaines de LCS de patients atteints de SLA, a entrainé I’apparition de cette
maladie chez les animaux, accompagnée d’un certain déclin des fonctions cognitives (357). Ces
¢changes facilités entre le parenchyme cérébral et le LCS expliquent que ce fluide biologique

ait été un support important pour 1’étude de la TDP-43.

D’un point de vue qualitatif, les analyses réalisées par WB a partir de LCS sont globalement
peu informatives (tableau VIII). En effet, les profils caractéristiques des échantillons cérébraux
ne sont pas retrouvés dans ce fluide, notamment les petits fragments carboxy-terminaux
d’environ 25 kDa. De plus, aucune différence de profils entre les patients atteints de DLFT ou
de SLA et les sujets controles n’a été mise en évidence. Enfin, la comparaison des profils
qualitatifs de la TDP-43 dans le LCS, décrits en 2008 par Steinacker et al, et en 2014 par
Feneberg et al, montre que des WB réalisés avec le méme anticorps « 10782-2-AP »
(Proteintech, USA), a partir du LCS de patients atteints des mémes pathologies, ne présentent
pourtant pas les mémes profils dans les deux études (355,358). Cette différence pourrait
cependant en partie s’expliquer par le fait que les patients atteints de DLFT n’étaient pas

caractérisés d’un point de vue immunohistologique.

A T’heure actuelle, aucune étude qualitative de la TDP-43 dans le LCS faisant appel a des
anticorps anti-TDP-43 phosphorylée n’a été publiée. De tels anticorps permettrait pourtant
théoriquement de mettre en évidence des formes pathologiques de TDP-43, présentes

systématiquement au niveau cérébral dans les protéinopathies a TDP-43 (157,251).
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Etude Echantillons

Anticorps

Bandes révélées par Western Blot

Neumann Cerveaux (urée) : Anti-TDP-43 .
2006 (75) - DLFT-TDP non précisé DLFT-TDP et SLA :
- SLA 60 kDa : trainée montante
- Divers contréles 45 kDa : p-TDP-43
43 kDa : TDP-43
Arai Cerveaux (sarkosyl) : Polyclonal lapin (PT) 25 kDa : fragments C-ter
2006 (76) - DLFT-TDP N-ter : aa 1 4260 Contrdles :
- SLa 43 kDa : TDP-43
- Divers contrdles
Steinacker Cerveaux (urée) : Polyclonal lapin (PT) 65 kDa : trainée montante
2008 (358) - DLFT-TDP N-ter : aa 1 2260 60 kDa : faible
50 kDa : majeure
47 kDa : majeure
44 kDa : faible ; TDP-43
= #de Neumann et Arai
Monoclonal souris (PT) Identiques a celles obtenues au-
N-ter : aa 1 2260 dessus + faible bande de 26 kDa
= #de Neumann et Arai
LCS: Polyclonal lapin (PT) 45 kDa : TDP-43 (avec MPT ?)
- DLFT N-ter : aa 1 a 260 28 kDa : IgG
- SLA = pas de bande en commun
- Controles avec les cerveaux de cette
étude, pas de fragments, ni
de différence entre sujets
Monoclonal souris (PT) 60 kDa : non-spé
N-ter : aa 1 4260 = Pas de bande intéressante
Antisérum polyclonal 60 kDa : non-spé
N-ter : aa 6 a 24 = Pas de bande intéressante
Monoclonal souris (ABN) 65 kDa : non-spé
Central : aa 205-222 55 kDa : IgG
28 kDa : IgG
= Pas de bande intéressante
Antisérum polyclonal 60 kDa : non-spé
C-ter: aa 396 a 414 45 ka : TDP-43
20 kDa : TDP-43 fragmentée ?
= pas de bande en commun
avec les cerveaux de cette
étude, pas de différence entre
sujets
Kasai LCS: Immuno-capture : 66 kDa : albumine
2009 (359) - SLA Monoclonal souris (ABN) 50 kDa : IgG
- Controles central : aa 205-222 43 kDa : Faible ; TDP-43
Puis WB : Polyclonal lapin 23 kDa : IgG
(PT) N-ter : aa 1 2260 = pas de différence entre sujets
Feneberg LCS: Polyclonal lapin (PT) 55 kDa : forte ; IgG + albumine
2014 (355) - DLFT N-ter : aa 1 4260 45 kDa : faible ; TDP-43
- SLA = pas de différence entre sujets
- Contrdles Polyclonal rat

C-ter : aa 396-414

Faible bande 45 ka ; TDP-43
= pas de différence entre sujets

Tableau VIII : Comparaison des profils de TDP-43 retrouvés en Western Blot au niveau cérébral et dans le LCS.
Abréviations : aa:acide aminé ; ABN :sociét¢é Abnova, Taiwan ; C-ter: fragments carboxy-terminaux ; DLFT :
dégénérescence lobaire frontotemporale ; DLFT-TDP : dégénérescence lobaire frontotemporale associée a des inclusions de
TDP-43 ; IgG : immunoglobulines de type G ; LCS : liquide cérébrospinal ; MPT : modifications post-traductionnelles ; non
spé : non spécifique ; PT : société Proteintech, USA ; p-TDP-43 ; forme phosphorylée de la TDP-43 ; SLA : sclérose latérale
amyotrophique ; spé : spécifique des malades ; TDP-43 : TAR DNA-binding protein of 43 kDa.
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Des études de quantification de la TDP-43 dans le LCS ont aussi ¢t¢ menées (tableau 1X). La

encore, les résultats sont peu informatifs et contradictoires.

Techniques
de mesure
et Anticorps

Cohortes [TDP-43] dans le LCS

Différences statistiques

Steinacker Intensité de la 12 DLFT 60 % (+/- 26 %) DLFT > contrdles
2008 (358) bande de 45 kDa 15 SLA 67 % (+/- 45 %) SLA > controles
en WB par 9 SLA-DLFT 43 % (+/- 36 %)
rapport a un EI 13 controéles 33 % (+/- 24 %)
Kasai ELISA nc: 30 SLA: 6,9 (+/- 3,7) ng/ml SLA > contrdles
2009 (359) - Ac ABN 16 SLA<11 mois 8,2 (+/-4,7) ng/ml
-AcPT1 14 SLA>11mois 5,4 (+/- 0,7) ng/ml
29 controles 5,3 (+/- 0,9) ng/ml
Noto ELISA nc : 27 SLA 29,5 (+/- 15,5) ng/ml SLA > contréles et cut-off a
2011 (360) - Ac ABN 50 contréles : MP, De 13,7 (-/+9,0) a 27,9 ng/ml
-AcPT1 PSP, SEP, SGB... 19,7 (+/- 6,6) ng/ml
Junttila ELISA : 69 DLFT : 3,0 (+/- 1,0) pg/ml DLFT <SLA
2016 (361) kit Cusabio 49 DFLT non C9 3,0 (+/- 1,1) pg/ml
20 DFLT C9 2,9 (+/- 0,7) pg/ml DLFT non C9 = DLFT C9
21 SLA: 4,1 (+/- 1,3) pg/ml
11 SLA non C9 3,7 (+/- 1,0) pg/ml
10 SLA C9 4,6 (+/- 1,5) pg/ml SLA non C9 = SLA C9
Kuiperij ELISA nc: 36 DLFT-TDP 421 (+/- 335) pg/ml DLFT-TDP < contrdles
2017 (362) - Ac ABC 07 DLFT-Tau 407 (+/- 196) pg/ml DLFT-Tau = DLFT-TDP
-AcPT1 21 contrdles 541 (+/- 108) pg/ml Controles = DLFT-Tau
ELISA nc : 36 DLFT-TDP Indétectable
- Ac SA 409/410 07 DLFT-Tau Indétectable
-AcPT1 21 controles Indétectable

Technique
de mesure
et anticorps

Cohortes

[TDP-43] dans le LCS

Différences statistiques

Suarez-Calvet  ELISA : 02 DLFT C9 0,60 (NA) * Pas de différence, entre aucun
2014 (363) kit PT 03 DLFT GRN 0.83 (NA) * des groupes

-AcPT1 20 DLFT spo 0.29 (0,00 a 0,86) *

-AcPT2 16 controles 0,57 (0,07 a 0,96) *

ELISA : 02 DLFT C9 1,78 (NA) * DLFT C9 > DLFT spo

kit EIAab 03 DLFT GRN 1,75 (NA) * DLFT GRN > DLFT spo

- Ac inconnu 20 DLFT spo 1,18 (1,01 a 1,40) *

- Ac SA 409 22 contrdles 1,27 (1,12 a 1,60) * Controles = DLFT spo
Bourbouli ELISA : - 51 DLFT 4,1 (3,1 2a5,5) ng/ml DLFT > contrdles
2017 (364) kit Cusabio - 32SLA 4,6 (3,52 6,2) ng/ml SLA > contrdles

- 17 contréles

3,5(2,8244,1) ng/ml

Tableau IX : Comparaison des concentrations de TDP-43 mesurée dans le LCS obtenu par ponction lombaire. La police
violette concerne la mise en évidence de TDP-43 phosphorylée. * Résultats exprimés en unité relative par rapport a un LCS
servant d’El. Abréviations : ABC : anticorps polyclonal de chévre « ab80608 » a épitope central (aa 256 4 269 ; Abcam, UK) ;
ABN : anticorps monoclonal de souris « H00023435-M01 » issu du clone 2E2-D3 a épitope central (aa 205 a 222 ; Abnova,
Taiwan) ; Ac : anticorps ; C9 : porteur d’une expansion répétée pathologique dans le géne C9ORF72 ; DLFT : dégénérescence
lobaire frontotemporale ; DLFT-TDP : DLFT associée a des inclusions de TDP-43 ; EI : étalon interne ; ELISA : Enzyme-
linked immunosorbent assay ; GRN : porteur d’une mutation dans le géne de la progranuline ; MP : maladie de Parkinson ; NA :
non applicable ; nc : non commercial ; PSP : paralysie supranucléaire progressive ; PT 1: anticorps polyclonal de lapin « 10782-
2-AP » a épitope amino-terminal (aa 1 a 260 ; Proteintech, USA) ; PT 2 : anticorps monoclonal de souris « 60019-2-Ig » a
épitope central (aa 203 a 212 ; Proteintech, USA) ; SA 409 : anticorps polyclonal de lapin « SAB4200223 » dirigé contre la
TDP-43 phosphorylée en 409 (Sigma-Aldrich, USA) ; SA 409/410 : anticorps polyclonal de rat « 1D3 » dirigé contre la TDP-
43 phosphorylée en 409/410 (Sigma-Aldrich, USA) ; SEP : sclérose en plaque ; SGB: syndrome de Guillain-Barré ;
SLA : sclérose latérale amyotrophique ; spo : sporadique ; WB : western blot.
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Si la concentration en TDP-43 dans le LCS des patients atteints de DLFT semble parfois étre
augmentée par rapport aux individus contrdles, une étude réalisée avec des patients caractérisés
d’un point de vue immunohistologique, donc de diagnostic certain, a conclu au résultat inverse
(362). Dans cette ¢tude, la diminution de la TDP-43 chez des patients DLFT-TDP comparé¢ a
des individus controles a également été confirmée par I’analyse du LCS ventriculaire des sujets,
collecté lors de leur autopsie. Cependant, la composition du LCS au niveau ventriculaire étant
différente de celle au niveau lombaire, ces résultats sont difficilement transposables pour une

utilisation en pratique clinique.

Les concentrations en TDP-43 globalement diminuées dans le LCS des patients atteints de
DLFT, comparé¢ aux patients atteints de SLA, pourrait étre le reflet d’un processus
neurodégénératif plus rapidement évolutif chez ces derniers. Cependant, une étude a montré
que des concentrations basses en TDP-43 étaient plutdt corrélées a un temps de survie

relativement réduit dans un contexte de SLA (360).

Au sein des DLFT, aucune différence de concentration en TDP-43 dans le LCS des patients
DLFT-Tau et DLFT-TDP n’a été mise en évidence (362). D’autre part, aucune corrélation n’a
été établie entre les concentrations de cette protéine et des mutations dans les genes C9ORF72
et GRN (361,363). Les valeurs de la TDP-43 dans le LCS ne semblent pas non plus influencées
par ’intervalle de temps entre les premiers symptomes cliniques et la ponction lombaire, le
score clinique des patients, leur age, ou leur taux d’immunoglobulines de type G (Ig G) et
d’albumine (358,364). Dans une seule étude, les concentrations en TDP-43 dans le LCS des
sujets masculins étaient significativement plus €levées que chez les sujets féminins. Une telle
observation a également été rapporté dans une autre étude, mais seulement sous forme de

tendance (361,364).

Toutes les études quantitatives de la TDP-43 dans le LCS ont en revanche décrit un
recouvrement important des valeurs entre les différentes cohortes. Ce recouvrement, et les
conclusions contradictoires publiées, pourraient peut-&tre s’expliquer par un défaut de
caractérisation immunohistologique des patients et par 1’utilisation de kits ELISA (pour
Enzyme-linked immunosorbent assay) manquant de standardisation, composés d’anticorps et de

peptides recombinants différents pour les calculs des concentrations.
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De rares études se sont ¢galement intéressées aux concentrations de la TDP-43 phosphorylée
en position 409 ou 409/410 (p-TDP-43) dans un contexte de DLFT. Dans une étude, cette forme
particuliere de TDP-43 s’est révélée indétectable dans le LCS recueilli par ponction lombaire,
indépendamment du diagnostic des sujets, peut-Etre en raison de concentrations trop faibles ou
de difficultés préanalytiques. Les mémes mesures effectuées dans le LCS ventriculaire des
patients ont permis de conclure a une diminution des concentrations en p-TDP-43 dans ce fluide
biologique, chez les patients atteints de MA et de DLFT-Tau par rapport aux contrdles. Cette
diminution était observée uniquement sous forme de tendance non significative chez les patients
atteints de DLFT-TDP (362). Dans une seconde ¢tude, la p-TDP-43 a pu étre détectée dans le
LCS prélevé par ponction lombaire, mais aucune différence n’a été mise en évidence entre les
sujets atteints de DLFT et les controles. Les quelques patients porteurs d’une mutation dans les
genes C9ORF72 ou GRN présentaient cependant une concentration augmentée en p-TDP-43,

comparé aux sujets atteints de DLFT sporadique et aux contrdles (363).

Si la composition protéique du LCS refléte généralement bien les événements cérébraux, son
recueil nécessite la réalisation d’une ponction lombaire. Les complications graves liées a cette
acte, notamment les méningites en cas de non-asepsie, sont exceptionnelles (365). De plus, avec
les recommandations actuelles, les céphalées post-ponction ne se manifestent que chez environ
10 % des patients (366). Cependant, cela reste un acte invasif, qui ne permet pas d’envisager
des prélevements réguliers. De plus des variations dans la procédure de recueil du LCS peuvent

avoir des répercussions sur les résultats des analyses (364,367).

Pour éviter d’avoir recours a la ponction lombaire, le sang est alors une alternative au LCS
souvent envisagée. Ce fluide est cependant séparé du parenchyme cérébral par la barriere
hémato-encéphalique (BHE) et du LCS par la barriere hémato-méningée (BHM). Un certain
nombre d’échangeurs et de transporteurs actifs assurent le passage d’¢léments entre ces trois
compartiments, mais d’une maniere générale, seule une petite fraction des protéines cérébrales
est retrouvée dans la circulation sanguine (368-370). La TDP-43 a néanmoins été décrite dans

le sang, sous forme libre ou incorporée dans des vésicules d’excrétion (220,371,372).
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L’analyse qualitative de la TDP-43 plasmatique totale ou phosphorylée n’a été que peu
explorée. Dans une étude, une identification par technique de WB a été réalisée a partir de
plasmas de patients atteints de DLFT et de MA, ainsi que de contrdles. L’anticorps
« H00023435-M01 » (Abnova, Taiwan), dirigé contre la forme totale de la TDP-43, révéla un
profil de migration composé d’une bande unique de 43 kDa, uniquement pour les échantillons
des patients atteints de DLFT ayant une concentration plasmatique ¢levée en TDP-43. Aucune
bande n’a ét€¢ mise en évidence pour les autres patients, ni pour les sujets controles (373). Dans
une autre ¢tude, 1’identification par WB a été réalisée a partir de plasmas de patients atteints de
DLFT-TDP, de DLFT-Tau ou de MA. Le méme anticorps anti-TDP-43 « H00023435-MO1 »
(Abnova, Taiwan) a révélé un profil identique chez tous les sujets, composé d’une bande
principale de 45 kDa, associ¢ a une bande plus diffuse d’environ 55 kDa. L’anticorps
« TIP-PTD-P02 » (Cosmobio, Tokyo) dirigé contre les fragments carboxy-terminaux de la
TDP-43 phosphorylée en position 409/410, révéla également un motif unique pour tous les
sujets, composé d’une bande principale de 45 kDa, associée a une bande plus fine de 25 kDa,
pouvant correspondre a un fragment hyperphosphorylé de la TDP-43 (72). Une troisiéme étude
de la TDP-43 issue du sang, a été réalisée a partir d’échantillons de sérum de patients atteints
de DLFT, de SLA ou d’individus contrdles, en parallele de la caractérisation qualitative de cette
protéine dans le LCS des sujets. Les profils obtenus par technique WB étaient identiques entre

les deux matrices et entre tous les patients (355).
L’analyse quantitative de la TDP-43 plasmatique a également été 1’objet d’un certain nombre

d’études, rapidement apres sa mise en €vidence en 2006 dans des inclusions cérébrales chez les

patients DLFT-TDP, et aboutit a des résultats contrastés (tableau X).
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Technique
de mesure
et anticorps

Cohortes

Densités optiques de la
TDP-43 dans le plasma

Différences statistiques

Foulds ELISA nc : 35 DLFT 0,26 (+/- 0,52) DLFT > MA et contrdles
2008 (373) - Ac ABN et 46 % ont une DO > 0,11
-AcPT1
102 MA 0,13 (+/- 0,33) MA > contréles
et 22 % ont une DO > 0,11
85 contrdles 0,02 (+/- 0,32) 8 % ont une DO > 0,11
Foulds ELISA nc : 28 DLFT : DLFT = MA
2009 (72) - Ac ABN 16 TDP + 0,52 (+/- 0,35) TDP +=TDP -
-AcPT1 12 TDP - 0,34 (+/- 0,18)
24 MA :
08 MA TDP + 0,40 (+/- 0,35) MA TDP +=MA TDP -
16 MA TDP - 0,43 (+/- 0,34)
ELISA nc : 28 DLFT : DLFT = MA
- Ac ABN 16 TDP + 1,31 (+/- 0,63) Tendance : TDP +> TDP -
- Ac CB 409/410 12 TDP - 1,07 (+/- 0,50)
28 MA :
08 MA TDP + 1,03 (+/- 0,64) MA TDP + = MA TDP -
16 MA TDP - 1,05 (+/- 0,75)

Technique
de mesure
et anticorps

Cohortes [TDP-43] dans le plasma

Différences statistiques

Suarez-Calvet  ELISA : 10 DLFT C9 1,49 (1,01 - 7,23) * DLFT C9 < DLFT spo

2014 (363) kit PT 5 DLFT GRN 0,76 (0,45 - 5,25) * DFLT GRN < DLFT spo
-AcPT1 51 DLFT spo 5,90 (3,59 - 9,40) * DLFT spo = controles
-AcPT2 22 contrdles 4,37 (3,19-6,93) * Contréles > DLFT C9 et GRN
ELISA : 10 DLFT C9 1,57 (0,33-9,73) * DLFT C9 > DLFT spo
kit EIAab 5 DLFT GRN 2,97 (1,01 - 8,71) * DLFT GRN > DLFT spo
- Ac inconnu 50 DLFT spo 0,12 (0,02 - 0,83) *
- Ac SA 409 22 contrdles 0,05 (0,00 —0,28) * Controles < DLFT C9 et GRN

Tableau X : Comparaison des concentrations de TDP-43 mesurée dans le plasma de patients DLFT, MA et de cohortes de
contrdles. La police violette concerne la mise en évidence de TDP-43 phosphorylée. * Résultats exprimés en unité relative par
rapport a un plasma servant d’EL. Il est a noter qu’aucune étude ne fournit véritablement des valeurs de concentration.
Abréviations : ABN : anticorps monoclonal de souris « H00023435-MO1 » issu du clone « 2E2-D3 » a épitope central (aa
205 a 222 ; Abnova, Taiwan) ; Ac : anticorps ; C9 : porteur d’une expansion répétée pathologique dans le gene C9ORF72 ;
CB 409/410 : anticorps polyclonal de lapin « TIP-PTD-P02 » a épitope carboxy-terminal phosphorylé en position 409 et 410
(aa : 405 a 414 ; Cosmobio, Tokyo) ; DLFT : dégénérescence lobaire frontotemporale ; DLFT-TDP : DLFT associée a des
inclusions de TDP-43 ; EI : étalon interne ; ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay ; GRN : porteur d’une mutation dans
le géne Progranulin ; NA : non applicable ; nc : non commercial ; PT 1: anticorps polyclonal de lapin « 10782-2-AP » a épitope
amino-terminal (aa 1 a 260 ; Proteintech, USA) ; PT 2 : anticorps monoclonal de souris « 60019-2-Ig » a épitope central (aa
203 a 212 ; Proteintech, USA) ; SA 409 : anticorps polyclonal de lapin « SAB4200223 » dirigé contre la TDP-43 phosphorylée
en 409 (Sigma-Aldrich, USA) ; SLA : sclérose latérale amyotrophique ; spo : sporadique.

92



Dans la premicre étude, de fagon intéressante, les pourcentages d’échantillons présentant des
DO ¢levées (supérieures a 0,11) au sein des cohortes de patients atteints de DFLT (environ
50 %) et de MA (environ 20 %) correspondent aux pourcentages publiés dans la littérature, de
patients présentant des inclusions cérébrales de TDP-43 dans ces populations. Une telle
concordance a permis aux auteurs de supposer un lien entre les marqueurs histologiques et la
concentration en TDP-43 plasmatique. Cependant, les patients étaient vivants au moment de

I’étude et aucune confirmation immunohistologique n’a pu étre apportée (373).

L’année suivante, la méme équipe compléta cette premicre étude en incluant des patients
atteints de DFLT et de MA confirmées par un diagnostic neuropathologique. La TDP-43 a été
mesurée dans le plasma, dans sa forme totale et phosphorylée (p-TDP-43) (359). Une troisi¢éme
¢tude s’intéressa également aux concentrations plasmatiques de la TDP-43 et de la p-TDP-43,
chez des sujets atteints de DLFT porteurs de mutations dans les génes C9ORF72 et GRN (363)
(tableau X). Dans ces trois études, de grandes variations de concentration en TDP-43 et en
p-TDP-43 plasmatiques ont été mises en évidence au sein des cohortes, et la mesure de ces
formes de TDP-43 n’a généralement pas permis de distinguer les patients atteints de DLFT et
de MA, ni de distinguer ces patients de sujets contrdles. De plus, si les taux de ces deux formes
de TDP-43 mesurés dans le plasma semblent plutot bien corrélés entre eux, tant chez les
malades que chez les contrdles, le sens de cette corrélation varie néanmoins d’une étude a
’autre. Il ressort également de ces études que I’age au moment du prélévement sanguin pourrait
étre positivement corrélé aux concentrations en TDP-43 plasmatique, mais inversement corrélé
aux concentrations de p-TDP-43 dans cette matrice. Cet effet li¢ a 1’age n’est cependant pas

toujours observé.

Au sein des DLFT, aucune différence significative de concentration en TDP-43, dans sa forme
totale ou phosphorylée, n’a été rapportée entre les différents phénotypes cliniques ou entre les
patients souffrant de DLFT avec ou sans inclusion de TDP-43. Chez ces derniers, une tendance
a la hausse des taux de p-TDP-43 plasmatique a néanmoins été observée, et ces taux semblaient
corrélés au degré de I’atteinte cérébrale (72). Dans une étude, malgré de grandes variations
individuelles, les concentrations plasmatiques de cette forme de TDP-43 étaient globalement
significativement plus €levées chez les patients porteurs de mutations, comparé a des patients
sporadiques et des sujets controles. En revanche, aucune différence entre les patients porteurs

de mutations dans les génes C9ORF72 et GRN n’a été mise en évidence (363).
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En comparant les concentrations en TDP-43 mesurées dans sang et le LCS, aucune corrélation
n’a pu étre établie. Cependant, une telle corrélation semble exister pour la p-TDP-43, et pourrait
alors signifier que cette dernicre refléte dans une certaine mesure les événements pathologiques
cérébraux rencontrés dans les DLFT. Cependant, la mesure des concentrations en TDP-43 dans
ces deux fluides biologiques est globalement peu informative. Face aux limites des études de la
TDP-43 dans le LCS et le sang, des tentatives de caractérisation de la TDP-43 dans des matrices

moins conventionnelles ont alors été réalisées.

Dans un contexte de SLA pure, le déséquilibre de répartition de la TDP-43 entre le noyau et le
cytoplasme des neurones est également observable dans les cellules mononuclées sanguines,
surtout chez les patients présentant une mutation dans le géne TARDBP (374). Partant de ce
constat, des analyses de répartition par technique de Dot Blot a partir de cellules mononuclées
sanguines ont permis de distinguer les patients atteints de SLA d’individus controles, ces
derniers présentant une TDP-43 statistiquement plus basse. De plus, une corrélation a été établie

entre le niveau de TDP-43 cellulaire et la sévérité de la SLA (375).

Les exosomes présents dans le LCS pouvant contenir des protéines cérébrales, dont la TDP-43,
une quantification en LC-MS/MS de la TDP-43 dans ces structures a été réalisée dans de petites
cohortes de patients atteints de SLA ou de DLFT et d’individus contrdles. Cependant, aucune

différence ne fut mise en évidence entre les sujets (355,376).

Les plaquettes sanguines constituent une troisieme matrice biologique pour la mise en évidence
de protéines d’origine cérébrale. En effet, d’un point de vue pratique, elles sont relativement
faciles a isoler du sang total (377). De plus, bien que leur roles principal soit d’assurer
I’hémostase sanguine, il apparait néanmoins qu’elles sont également impliquées dans d’autres
mécanismes physiologiques, notamment cérébraux. L’action des plaquettes au niveau du
systeme nerveux central (SNC) est possible notamment grace a leur petite taille (entre 1 et 5
pum), qui leur permet de circuler dans les microcapillaires de la circulation cérébrale (378). Elles
auraient en outre la capacité d’ouvrir transitoirement la BHE (206). Au niveau cérébral, elles
peuvent communiquer avec d’autres types cellulaires, grace a la production et/ou au stockage
puis a la libération locale d’un grand nombre de molécules bioactives, dont des facteurs de

croissance cellulaire, des molécules immunitaires ou encore des neurotransmetteurs (379).
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L’intégration des plaquettes au sein du SNC est aussi facilitée par le fait qu’elles présentent des
similitudes avec les neurones. En effet, ces deux types cellulaires partagent des mécanismes de
transport et d’excrétion, et contiennent des granules de stockage de composition similaire
(380,381). De plus, en cas des lésions vasculaires cérébrales, les échanges entre les neurones et
les plaquettes se voient renforcés par la capacité de ces dernieres a se fixer directement sur des

structures glycolipidiques de la membrane neuronale (382).

Si les plaquettes sont un acteur important de ’homéostasie du SNC, leur dysfonctionnement
pourrait alors étre associé a certaines pathologies cérébrales (383). En effet, elles captent et

libérent beaucoup d’éléments impliqués dans de telles maladies :

Le facteur neutrophique dérivant du cerveau (BDNF pour Brain-Derived Neurotrophic Factor)
et la sérotonine, tous deux stockés en grande quantité dans les plaquettes, jouent un rdle central
dans la dépression (384). Un taux élevé de sérotonine dans le sang pourrait par ailleurs étre un
marqueur de I’autisme. Or, les granules de stockage des plaquettes constituent plus de 99 % des

réserves sanguines de ce neurotransmetteur (385,386).

L’acide gamma-aminobutyrique (GABA pour gamma-aminobutyric acid), qui est le principal
neurotransmetteur inhibiteur du SNC, est également capté en grande quantité par les plaquettes,
via des récepteurs similaires aux récepteurs neuronaux (387). Le dysfonctionnement du systéme
« GABA¢érgique » est par ailleurs associé¢ a diverses maladies neurodégénératives, dont la MA

(388).

Le peptide beta-amyloide de 42 acides aminés (Ab-42) est également un peptide au cceur de la
physiopathologie de la MA. Suite a la synthese importante de ce peptide dans les
mégacaryocytes, les plaquettes pourraient étre la premicre source d’Ab-42 dans le sang (389).
L’hyperactivation de ces cellules pourrait alors participer a la progression de la maladie

(383,390).
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La TDP-43 étant présente dans des inclusions cérébrales chez environ 30 % des patients atteints
de MA (72), une équipe de chercheurs a eu I’idée de doser la forme totale et phosphorylée de
cette protéine, dans des lysats plaquettaires de patients. Apres la réalisation de WB, une
augmentation de presque 60 % de I’intensité de la bande principale a été mise en évidence chez
les patients, comparé a des individus contrdles. Le diagnostic n’étant cependant pas confirmé
par examen neuropathologique, il était impossible de vérifier s’ils présentaient tous des agrégats
cérébraux de TDP-43 (391). Dans cette étude, des lysats plaquettaires ont aussi été analysés par
un automate d’électrophorése intégrant un systeme de détection automatisé¢ des protéines
(ProteinSimple, USA). Les profils électrophorétiques obtenus a 1’aide d’un anticorps dirigé
contre la TDP-43 phosphorylée en position 409/410 ont démontré que de la TDP-43 pouvait
étre détectée dans des lysats plaquettaires. De plus, ces profils se sont avérés différents entre
les patients atteints de MA et les autres sujets. Il peut néanmoins paraitre surprenant qu’aucune
différence n’ait été observée au sein du groupe des autres sujets, composé d’individus sains et
de patients atteints de SLA. En effet, des inclusions de TD-43 sont retrouvées dans 97 % des
SLA (383). De plus, des dysfonctionnements et des changements morphologiques des
mitochondries observés au niveau cérébral chez les patients atteints de SLA, sont aussi
retrouvés au niveau des mitochondries plaquettaires (392—-394). Enfin, des niveaux diminués
en sérotonine sont observés dans le cerveau et la moelle épiniere des patients, mais également

dans leurs plaquettes (395,396).

Ces résultats concernant les patients atteint de SLA semblent néanmoins corroborés par une
¢tude récente, dans laquelle des analyses par WB ont été réalisées a partir de lysats plaquettaires
de patients atteints de SLA, en utilisant I’anticorps « 10782-2-AP » ( Proteintech, USA) dirigé
contre la forme totale de la TDP-43. Le profil de migration obtenu, composé d’une bande de
45 kDa et d’une bande non spécifique de masse apparente plus élevée, n’était pas différent entre
les patients et les sujets contrdles. De plus si les concentrations plaquettaires en TDP-43,
mesurées par une technique ELISA, étaient globalement plus élevées chez les patients que chez
les individus contrdles du méme age, un recouvrement important des valeurs a aussi été observé

(397).

A ce jour, aucune ¢tude de caractérisation quantitative ou qualitative de la TPD-43 plaquettaire

n’a été publi¢e dans un contexte de DLFT.
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. Progranuline

Chez les patients atteints de DLFT porteurs d’'une mutation dans le géne GRN, une diminution
de 25 4 40 % de la concentration de la progranuline a été mise en évidence dans le LCS comme
dans le plasma, comparé aux patients atteints de DFLT sporadiques ou porteurs d’autres
mutations. Cette diminution est alors mise a profit pour détecter les porteurs de mutations dans
le géne GRN, de fagon rapide et économique et avec une sensibilité et une spécificité de plus
de 90 %, que les sujets soient symptomatiques ou non (354,398,399). Le fait de retrouver cette
diminution chez les sujets présymptomatiques met par ailleurs en lumiére la longue durée

d’évolution silencieuse de ces maladies.

De plus, la mesure de la progranuline plasmatique permet de détecter des patients dont les
mutations dans le géne GRN sont plus difficiles a mettre en évidence par les techniques
classiques de génétique. Cela permet aussi d’avoir un argument supplémentaire pour la
classification de pathogénicité lors de I’identification d’un nouveau variant pathogéne. Aucune
corrélation entre les concentrations en progranuline plasmatique et le degré d’atteinte cérébrale
n’a été mise en évidence, limitant 1’intérét pronostic de ce dosage. En revanche, ces

concentrations semblent peu varier au cours du temps (398).

Cette stabilité pourrait permettre d’évaluer 1’efficacité de potentiels traitements augmentant la
production de progranuline, comme les inhibiteurs des histone-désacétylases (400). De tels
traitements sont porteurs d’un réel espoir thérapeutique, la progranuline étant un facteur de
croissance qui promeut la survie des neurones et réduit la neuroinflammation (401). Depuis une
dizaine d’années, des essais de molécules ont été menés. L’efficacité du traitement est alors
suivie par la remontée du taux de progranuline plasmatique chez les sujets. Une des limites a
ce dosage est néanmoins que les valeurs plasmatiques de cette protéine ne sont que modérément
corrélées aux valeurs mesurées dans le LCS. Ainsi, les taux de progranuline plasmatiques ne

seraient pas completement le reflet de I’intensité de la neurodégénération (402).
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° Protéines formées de dipeptides répétés

Cinq protéines, issues des grandes expansions G4C2 du gene C9ORF72 muté, ont été décrites
dans la littérature. Fait remarquable, la traduction de I’ARNm codant pour ces protéines n’est
pas initiée au niveau d’une séquence AUG (403). Ces protéines sont généralement retrouvées a
de fortes concentrations au niveau cérébral, chez les patients atteints de SLA ou de DLFT
porteurs d’un géne C9ORF72 muté. Cependant, leur taux n’est pas corrélé au degré de 1’atteinte

cérébrale (404—406).

Dans le LCS, seule la protéine formée de séquences « glycine-proline » répétées (poly-GP) est
actuellement détectable, probablement en raison de sa plus forte abondance et de sa solubilité
(407). Le dosage de ce dipeptide pourrait alors étre un outil spécifique de détection des patients
porteurs de variants pathogénes dans le géne CY9ORF72, notamment chez les sujets
présymptomatiques (408,409). Cependant, il ne semble pas exister de corrélation entre les taux
de poly-GP et I’age d’entrée dans la maladie, ni entre ces taux et la sévérité de ’atteinte
cérébrale ou la durée de survie des patients. Elle ne peut donc étre envisagée comme un
marqueur pronostic (408—410). Les concentrations en poly-GP semblant néanmoins constantes
dans le LCS au cours du temps, cette protéine pourrait servir de marqueur d’efficacité
thérapeutique d’oligonucléotides antisens ciblant les ARNm codant pour les protéines
pathologiques. Ces éléments ont montré leur efficacité dans des cultures cellulaires humaines

et chez des souris porteuses de mutations dans le gene C9ORF72 (408,411).

3.3.2 Marqueurs protéiques indirects des DLFT

J Peptide beta-amyloide de 42 acides aminés et Tau p181

Le peptide beta-amyloide de 42 acides aminés (Ab-42) et la Tau phosphorylée en position 181
(p-Tau 181) sont deux marqueurs de premiere intention dans le cadre du diagnostic de la MA.
Ils sont considérés comme spécifiques de cette pathologie, car ils reflétent des événements
physiopathologiques qui lui sont propres. En effet, en cas de MA, 1’Ab-42 est retrouvé diminué
dans le LCS, en raison de son agrégation en plaques extraneuronales au niveau cérébral. A
I’inverse, la p-tau 181 est augmentée dans ce fluide, traduisant une hyperphosphorylation

spécifique de la protéine (21).
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Ces marqueurs ont ét¢ étudiés dans un contexte de DLFT, afin d’améliorer le diagnostic
différentiel entre ces pathologies et la MA. Dans le LCS, les patients atteints de DLFT
présentent généralement des concentrations normales de ces deux marqueurs (412). Des
concentrations pathologiques en Ab-42 et en p-Tau 181 seront plutot le reflet d’'une MA
concomitante (413). Par ailleurs, les ratios p-Tau 181/Ab-42 élevé et Ab-42/p-Tau 181 diminué
chez les patients atteints de MA permettent une meilleure distinction de cette pathologie et des
DLFT, comparé¢ a I'utilisation des marqueurs seuls (412,414,415). Les APP logopéniques font
figure d’exception au sein des DLFT. En effet, dans la majorité des cas, I’Ab-42 et la p-Tau 181

seront mesurés a des concentrations typiques d’'une MA biologique (305).

Au sein des DLFT, la mesure de I’Ab-42 et de la p-Tau 181 dans le LCS n’a pas permis de
distinguer les différents phénotypes cliniques (354). La p-Tau 181 n’apparait pas non plus
significativement différente dans le LCS des patients atteints de DLFT-Tau et DLFT-TDP
(416).

Une étude récente a cependant mis en évidence que les concentrations de cette forme
particuliere de protéine Tau pourraient étre corrélées au degré d’atteinte cérébrale dans les
DLFT-Tau (417). Aucune différence des concentrations de ces marqueurs n’a été observée
entre les patients atteints de DLFT présentant des mutations dans les génes GRN ou MAPT et
les patients atteints de formes sporadiques. Plusieurs études ont cependant rapporté une
diminution de concentration de I’Ab-42, d’intensité comparable a celle observée en cas de MA,
chez 25 % des suyjets atteints de SLA ou de DLFT, porteurs d’'une mutation dans le gene
C90RF72 (354,361,418). Quoi qu’il en soit, I’Ab-42 et la p-Tau 181 ne sont pas de bons

marqueurs étiologiques des DLFT.

° Tau totale

La tau totale (t-Tau) est le troisieme biomarqueur de premiere intention de la MA (19).
Cependant, elle n’est pas considérée comme une protéine spécifique de cette pathologie, ni des
DLFT, car la concentration obtenue est celle correspondant a la mesure de plusieurs isoformes
de la protéine. Une augmentation de la t-Tau refléte ainsi plutot I’intensité de 1’atteinte axonale,
qui peut se produire dans diverses situations (354,364). Cette caractéristique peut expliquer que
les concentrations en t-Tau dans le LCS des patients atteints de SLA apparaissent souvent

comme supérieures a celles mesurées chez les patients atteints de DLFT (364).
99



Dans un contexte de MA, la t-Tau est augmentée de pres de 300 % dans le LCS des patients,
par rapport aux individus sains d’ages comparables (419). Cette forte augmentation permet
généralement de distinguer les patients atteints de cette pathologie de ceux souffrant de DLFT
(414). Par ailleurs, comme pour la p-Tau, I’interprétation des ratios t-Tau/Ab-42 augmenté et
Ab-42/t-Tau diminué dans le LCS des patients atteints de MA permettent le diagnostic
différentiel de cette pathologie et des DLFT, avec des valeurs de sensibilité et de spécificité
proches de 90 % (413—415). Les APP logopéniques se démarquent néanmoins des autres types
de DLFT. En effet, dans le LCS de ces patients, les valeurs de t-Tau seront similaires a celles

mesurées en cas de MA biologique (305).

L’étude comparative des concentrations de la t-Tau chez des patients atteints de DLFT et des
sujets contrdles a révélé des résultats contradictoires, alors que les kits de dosage ELISA
provenaient presque toujours du méme fabricant. En effet, dans le LCS des patients, elle peut
étre augmentée, diminuée ou identique aux valeurs mesurées chez des individus considérés

comme sains (tableau XI) (364,420-422).

Au sein des DLFT, la t-Tau totale n’est pas toujours différente entre les sujets DLFT-TDP et
DLFT-tau, bien qu’un ratio t-Tau/TDP-43 augmenté chez les sujets DLFT-TDP ait été décrit
dans la littérature (354,362,416) (tableau XI). Chez ces derniers, il a également été décrit un
ratio p-taul81/t-Tau diminué, comparé aux sujets atteints de DLFT-Tau et a des individus
controles (362). Cependant, cette différence statistique semble étre essentiellement médiée par
les patients présentant des troubles moteurs associés, chez lesquels la lyse neuronale est
généralement importante, comme en témoignent leurs concentrations élevées en t-Tau
(305,421). Aucune différence constante de concentration de t-Tau dans le LCS des patients

atteints de DLFT porteurs de mutations ou sporadiques n’a été rapportée (354).

Concernant sa mesure dans le plasma, la t-Tau apparait augmentée chez les patients atteints de
MA. Cependant, si les performances de ce dosage dans cette matrice ont énormément progressé
dans les deux dernicres années, elles ne sont actuellement pas suffisantes pour une utilisation
en routine (423). Au sein des DLFT, la t-Tau plasmatique ne semble corrélée que faiblement
aux concentrations retrouvées dans le LCS des patients et présente une demi-vie plus courte

que dans le LCS (424).
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Une ¢étude a cependant décrit des concentrations augmentées de cette protéine dans le plasma
de patients atteints de DLFT en comparaison d’individus controles, indépendamment de la
symptomatologie clinique et des mutations génétiques portées par les malades. Néanmoins, un
recouvrement important des concentrations entre les deux groupes a aussi été décrit (425). De
plus, dans une étude plus récente cette différence n’a pas été retrouvée (426). A I’'image de ce
que 1’on observe pour le dosage dans le LCS, la mesure de la t-Tau dans le plasma ne semble

donc pas étre un bon marqueur des DLFT.

Technique [t-Tau] dans le LCS

Cohortes Différences statistiques
de mesure Moyenne (écart-type)

Grossman ELISA : 31 bvFTD 161 (+/- 137,2) ng/ml DLFT = contréles
2005 (422) e Mais 1/3 des DLFT < contriles
Kit Fujirebio 11 APP NF 187,8 (+/- 185,4) ng/ml
13 APPF 459,7 (+/- 507,2) ng/ml
13 controles 260,4 (+/- 93,8) ng/ml

Technique [t-Tau] dans le LCS

Cohortes ) ) ) Différences statistiques
de mesure Meédiane (interquartiles)

Bourbouli ELISA : 51 DLFT 318 (213 — 437) ng/ml DLFT > controles
2017 (364) Kit Fujirebio 32 SLA 284 (235 —396) ng/ml SLA > contrdles
17 contrdles 201 (144 — 260) ng/ml
Borroni ELISA : 44 DLFT-TDP 361,5 (212 - 511,6) ng/ml DLFT-TDP > DLFT-Tau
2015 e
Kit Fujirebio 35 DLFT-Tau 242,6 (126,2 - 318) ng/ml
(421)
49 contrdles 221,8 (143,2 - 334) ng/ml Controles < DLFT
Irwin 2017 ELISA : 49 DLFT-TDP 45,5 (29 - 84,3) ng/ml DLFT-TDP = DLFT-Tau
31 DLFT-T 44,2 (30 - 67) ng/ml
(417) Kit Fujirebio au ( ) ng/m
Goossens ELISA: 46 DLFT 320 (219 - 420) ng/ml DLFT = contrdles
2018 Kit Fujirebio 20 contrdles 257 (173 - 381) ng/ml
(420)

Tableau XI : Exemples des valeurs de t-Tau dans le LCS retrouvés dans la littérature. Abréviations : APP : aphasie primaire
progressive ; APP F : APP fluente ; APP NF : APP non-fluente ; bvFTD : behavioral variant frontotemporal dementia ; DLFT :
dégénérescence lobaire frontotemporale ; DLFT-Tau : DLFT associée a des agrégats de protéine Tubule associated unit ;
DLFT-TDP : DLFT associée a des agrégats de TAR DNA-binding potein of 43 kDa ; ELISA : enzyme-linked immunosorbent
assay.

101



. Neurofilaments

Les neurofilaments sont des filaments intermédiaires (diamétre de 10 nm), retrouvés
essentiellement au niveau des axones des neurones, constituant le cytosquelette de ces cellules
par I’association entre les MTU (diamétre de 15 nm) et les microfilaments (diamétre de 6 nm).
Ils sont ainsi impliqués dans la croissance radiale des axones, le maintien de leur calibre, le
fonctionnement du transport axonal et plus généralement dans le bon développement des
neurones (427). Dans les maladies neurologiques associées a une dégénérescence axonale, ces
protéines sont libérées dans le milieu interstitiel, d’ou elles pourront rejoindre le LCS et dans

une moindre mesure le sang (370).

Les neurofilaments a chaine 1égere (NfL pour neurofilament light chain), qui représentent la
plus abondante sous-unité des neurofilaments, sont des protéines trés prometteuses en tant que
biomarqueur des DLFT (428). En effet, dans la littérature les NfL sont retrouvés augmentés de
fagon tres significative dans le LCS et le plasma des patients comparé a des sujets controles,
quel que soit le phénotype clinique (429). Les NfL étant libérés indépendamment de 1’origine
des lésions axonales, ils sont par conséquent également augmentés dans les maladies
neurodégénératives associées aux DLFT, comme la PSP, la SCB et la SLA (430-432). IIs sont
¢galement augmentés dans la MA, la maladie de Parkinson, la sclérose en plaque ou la maladie
de Huntington (426,433-436). L’augmentation des NfLL semble cependant statistiquement plus
importante dans les DLFT que dans certaines autres pathologies, dont la MA (437).

Cette augmentation semble par ailleurs bien corrélée au degré de 1’atteinte de la substance
blanche, mise en ¢évidence par ITD, généralement ¢galement plus importante dans les DLFT
que dans la MA (319). A I’échelle individuelle, des recouvrements importants dans les
concentration des NfL entre les différents groupes diagnostics limitent toutefois leur intérét

dans le diagnostic différentiel des DLFT et de la MA (438-440).

Les NfL sont également augmentés dans des pathologies non neurodégénératives, comme les
accidents vasculaires cérébraux, les traumatismes craniens ou encore les arréts
cardio-respiratoires (441-443). En revanche, dans des études trés récentes, il a été mesuré des
concentrations normales dans les fluides biologiques des patients atteints de MPP, permettant
d’envisager ces protéines comme un outil d’aide au diagnostic différentiel de ces troubles et

des DLFT (444-446).
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Au sein des DLFT, les NfL ne semblent pas de bons marqueurs pour différencier les sous-types
cliniques, car des concentrations similaires ont été rapportées chez des sujets bvFTD et atteints
d’ APP fluente ou non fluente (447). Des concentrations élevées en NfLL dans le LCS de patients
atteints de DLFT-TDP ont été rapportées, comparé a des patients atteints de DLFT-Tau (426).
Cette différence statistique pourrait néanmoins étre médiée par les DLFT-TDP associées a une
SLA, qui présentent généralement des taux trés importants de NfL en raison d’une lyse axonale
intense (448-450). Enfin, parmi les sous-groupes génétiques, il semblerait que les
concentrations en NfL soient plus €levées dans le LCS des porteurs de mutation dans le géne
GRN en comparaison des patients présentant une mutation dans le gene C9ORF72 ou des cas
sporadiques (420,449). Elles apparaitraient également plus basses que chez les porteurs de

mutations dans le géne MAPT (449,451).

Dans les maladies neurodégénératives, les taux de NfL dans le LCS ou le sang semblent bien
corrélés au degré d’atteinte axonale, au taux d’atrophie cérébrale, a la vitesse de progression de
la maladie et au temps de survie des patients. Ces protéines pourraient donc étre utilisées comme
marqueur pronostic et de suivi des pathologies (426,450,452,453). Les NfL pourraient aussi
étre des témoins précoces d’entrée dans la maladie, car une augmentation discréte de leur
concentration précédant d’un a deux ans les premiers symptomes cliniques a été décrite dans
un contexte de DLFT (449). Enfin, ils pourraient permettre d’évaluer I’efficacité de potentiels
traitements. En effet, une décroissance de leur concentration a été observée chez des patients
souffrant de sclérose en plaque, apreés 1’administration d’un traitement anti-inflammatoire

(454).

Les NfL sont les neurofilaments les plus étudiés dans diverses pathologies cérébrales,
notamment en raison de leur abondance relative facilitant leur mesure. Cependant, des travaux
ont également été conduits afin d’évaluer I’intérét des formes phosphorylées des neurofilaments
a chaine lourde (pNfH pour phosphorylated neurofilament heavy chain), notamment parce
qu’indépendamment de la pathologie, les NfL et les pNfH semblent relativement bien corrélés
entre eux dans le LCS et que les concentrations en pNfH pourraient étre moins dépendantes des

variables préanalytiques que celles des NfL (455,456).
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Chez les patients atteints de SLA, une augmentation des concentrations en pNfH comparé a des
sujets controles a été rapportée, tant dans le LCS que dans le plasma (456,457). Les valeurs des
pNfH dans ces deux matrices biologiques semblent par ailleurs bien corrélées dans cette

pathologie (457,458).

Quelques ¢études publiées dans un contexte de DLFT, présentent des résultats préliminaires
contrastés. En effet, des concentrations accrues en pNfH dans le LCS de sujets atteints de
DLFT, comparé a des sujets contrdles, ont parfois été observées (457,459). Cette augmentation
ne semble cependant pas systématique (460,461). Les concentrations en pNfH plasmatique
pourraient néanmoins &tre corrélées aux concentrations mesurées dans le LCS des patients
atteints de DLFT (457). La valeur ajoutée du dosage des pNfH dans ce contexte, notamment

vis-a-vis des NfL, nécessite ainsi d’étre encore étudiée.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE
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Les DLFT, qui représentent la deuxiéme cause de troubles neurocognitifs dégénératifs
chez 1’adulte de moins de 65 ans, sont hétérogénes d’un point de vue clinique et peuvent
présenter des recouvrements symptomatologiques avec d’autres maladies neurodégénératives
mais aussi avec des pathologies psychiatriques primaires. Elles se caractérisent par la présence
d’agrégats protéiques cérébraux composés principalement de protéine Tau ou de TDP-43. Les
classifications diagnostiques développées combinent des critéres cliniques, d’imagerie,
neuropsychologiques et biologiques, permettant d’effectuer un diagnostic possible, probable ou
certain. En dehors de I’examen neuropathologique, la certitude diagnostique peut étre établie
uniquement par I’identification d’un variant moléculaire pathogéne. Concernant les formes
sporadiques, aucun biomarqueur protéique étiologique n’est aujourd’hui disponible. Malgré
une littérature riche sur le potentiel intérét de la TDP-43 dans les fluides biologiques, les

résultats des études restent aujourd’hui contrastés.

Dans ce contexte, le but de ce travail de these était de développer des anticorps dirigés contre
la TDP-43 afin de disposer d’outils potentiellement plus spécifiques et sensibles pour mettre en
¢vidence un profil qualitatif spécifique des formes pathologiques dans différentes matrices

biologiques.

Dans un premier temps, de nouveaux anticorps anti-TDP-43 ont ét¢ synthétisés, dirigés contre
la forme totale de la protéine ou contre une de ses formes phosphorylées. Ils ont alors été

caractérisés sur des échantillons cérébraux.

Ensuite, ces anticorps ont été utilisés pour décrire les profils qualitatifs de la TDP-43 dans
différentes matrices biologiques humaines, et leurs performances ont été comparées aux
principaux anticorps de la littérature. Pour cela, une méthode spécifique a notamment été
développée, faisant appel a une technologie automatisée et miniaturisée dérivant du

Western Blot.
Enfin, une analyse quantitative de la TDP-43 et de marqueurs non spécifiques des DLFT a été

réalisée par technique SiMoA. Cette technologie ultrasensible nous a permis de mesurer ces

protéines dans des échantillons couplés de LCS et de plasma.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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PARTIE A :

SYNTHESE DE NOUVEAUX ANTICORPS ANTI-TDP-

43 ET CARACTERISATION SUR PRELEVEMENTS
CEREBRAUX

108



1. Synthese des anticorps

L’identification en 2006 de la TDP-43 dans des inclusions cérébrales « ubiquitine positives,
Tau et alpha-synucléine négatives » chez des patients atteints de DLFT, eu comme conséquence
la production biotechnologique de plusieurs dizaines d’anticorps, dirigés contre la forme totale
de la protéine, contre 1’'une de ses extrémités ou contre certaines de ses formes phosphorylées
(158). Cependant, les tentatives de caractérisation de la TDP-43 avec ces anticorps, dans le
fluides biologiques des patients se sont révélées peu concluantes. Une des raisons de cet

insucces pourrait étre le manque de sensibilité ou de spécificité des anticorps disponibles (220).

L’un des objectifs de cette these était alors de synthétiser de nouveaux anticorps anti-TDP-43.
La méthode employée, décrite par Kohler et al en 1975, permet par la fusion d un lymphocyte B
activé et d’une cellule myé¢lomateuse, d’obtenir une cellule capable de se multiplier
indéfiniment en culture et de sécréter un anticorps ciblant un antigene préalablement choisi

(462). Cette découverte leur a valu le prix Nobel de médecine en 1984.

L’ensemble du développement réalisé dans le cadre de cette thése, depuis la sélection in silico
des peptides immunogenes jusqu’a I’obtention d’anticorps monoclonaux purifiés, a été effectué
au cours d’une année passée en Allemagne. Ce projet a été réalisé grace au partenariat existant
entre le Centre de recherche en neuroscience de Lyon, la société de biotechnologie Roboscreen
GmbH et I'institut Paul Flechsig pour la recherche sur le cerveau, tous deux basés a Leipzig

(figure 32).
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Sélection de Synthése Immunisation Eusion Culture Culture des Obh::nﬁon
peptides de ces de souris : plasmocytes des C. de fusion Hybridomes : d’anticorps
immunogénes peptides injections répétées + g grands volumes monoclonaux
Test
de TDP-43 des peptides cellules de est des o
myélome surnageant Purification
Y Ac anti-TDP-43 2 des Ac
TDP-43 totale : mai 2019 juil. 2019 oct. 2019 déc 2019

p-TDP-43 : nov. 2019 déc. 2019 mars 2020 mai 2020

Figure 32 : Principales étapes réalisées pour le développement de nouveaux anticorps anti-TDP-43 totale et phosphorylée.
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1.1. Matériels et méthodes

1.1.1 Sélection et synthese des peptides immunogenes

La sélection des peptides a synthétiser a été effectuée par outil informatique. En effet, de
nombreux logiciels permettent d’appréhender le pouvoir immunogeéne des différentes
séquences peptidiques composant une protéine (463,464). Dans ce travail, une liste de plusieurs
peptides a été proposée par le logiciel « BepiPred-2.0 », créé en 2017 et qui semble démontrer
de bonnes performances prédictives en comparaison d’outils moins récents. Il s’agit d’un
logiciel édité par le département de biologie et d’informatique en santé de la faculté technique
du Danemark, présentant la particularité de fonder ses prévisions sur le croisement aléatoire de
plusieurs algorithmes, eux-mémes basés sur I’analyse de la structure en trois dimensions des
protéines. Les épitopes sont ainsi principalement déterminés en fonction de la structure
secondaire des peptides, de la structure tertiaire de la protéine dans son ensemble et de
I’accessibilité présumée de certains acides aminés (465). Deux parties d’un épitope pouvant ne
pas étre situées cote-a-cote dans la structure linéaire de la protéine, on parle alors d’épitope

« discontinu ».

La liste des peptides obtenue par cet outil a ensuite été affinée, par 1’analyse des séquences en
acides aminés des candidats par le logiciel « Bepipred 1.0 », avec lequel chaque acide aminé de
la protéine se voit attribuer un score, qui dépend de ses propriétés physicochimiques et de celles
de ses voisins. Si plusieurs acides aminés de score €levé sont regroupés, on peut envisager que

cette séquence soit un €pitope dit « continu » (466).

11 a alors été effectué une comparaison des épitopes continus et discontinus de la TDP-43, ainsi
qu’une sélection des peptides en fonction de leur longueur. En effet, plus ceux-ci sont longs,
meilleure sera leur immunogénicité. Un seuil de 1 kDa a ainsi été défini pour qu’un peptide soit
ou non immunogene, soit environ 10 peptides (467). Cependant, la taille peut aussi étre un
handicap, en permettant I’adoption par les peptides d’un nombre plus important de
conformations chez I’animal, qui ne seront pas forcément retrouvées chez I’homme. Ce dernier
point nous a alors incité a sélectionner essentiellement des peptides de moins de 15 acides
aminés. L’affinage a enfin consisté a écarter des peptides trop proches de ceux utilisés pour la
syntheése des anticorps commerciaux, peu satisfaisants pour des travaux effectués a partir de

fluides biologiques humains (158).
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Finalement, la synthése de trois peptides par la technique de synthése en phase solide a été
confiée a I’équipe de I’institut Paul Flechsig (468). L’un d’entre eux a été phosphorylé en
position 409 et 410, car cette double phosphorylation est décrite comme pathologique dans la

littérature (469).

1.1.2 Immunisation des souris

Apres la production et 1’obtention des peptides de synthése, ceux-ci ont ét€é conjugués a
I’hémocyanine de patelle (KLH pour Keyhole Limpet Hemocyanin) (Thermo Fisher, USA), en
respectant le protocole établi par le fabricant. Cette opération avait pour but de stimuler la
réponse immunitaire des souris contre ces peptides relativement courts, en augmentant
artificiellement leur taille apparente pour le systéme immunitaire des animaux, cette molécule
pouvant porter jusqu’a huit peptides. De plus, la KLH est elle-méme immunogéne, par

stimulation des lymphocyte T helper.

La réponse immunitaire a également été davantage stimulée grace au solvant d’injection, utilisé
volume a volume avec l'antigeéne. Cet « adjuvant de Freund » est composé d'huile minérale et
d’un détergent, qui facilitent la dispersion des phases aqueuses et huileuses et permettent alors
la formation d'émulsions. Qualifié d’« incomplet » avec cette composition, il peut aussi étre
« complet » en cas d’ajout de Mycobacterium tuberculosis ou butyricum inactivées. Dans les
deux cas, la formation d’émulsion avait pour but d’augmenter la persistance des antigénes chez
les souris, en les protégeant des protéases. De plus, cet adjuvant a stimulé les cellules réticulo-
endothéliales des animaux, attiré les cellules mononuclées de I’immunité au niveau du site
d'injection et accéléré la circulation des lymphocytes, augmentant alors la probabilité de contact

avec l'antigéne (470).

Pour chaque peptide, il a été inject¢ de maniere répétée un volume de 200 pL par voie
intrapéritonéale a quatre souris BALB/c, représentant une quantité de 20 pg d’antigéne. Cette
voie présente I’avantage d’étre facile d’acces et peut étre employée avec n'importe quel type

d'adjuvant (figure 33).
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Titre anticorps/mL = SAtype 1 (enSC):
A * Volume 200 UL (20 pg de peptide)
108 * Adjuvant de Freund COMPLET

= SAtype 2 (enSC):
*  Volume 200 UL (20 Ug de peptide)
g G * Adjuvant de Freund INCOMPLET

Ig M =) peptides dans du PBS (enIV) :
* Volume 100 UL (5 ug de peptide)

* Concentration des LB dans la rate
» Jours

0 25 40 30 60 75 80 87888990 Jour 60 : Test de réactivité du
' ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬂ ﬂ sérum des souris

Jour 90 : Splénectomie

Figure 33 : Chronologie de I’immunisation des souris. Abréviations : Ig : Immunoglobulines ; IV : voie intraveineuse ; LB :
lymphocytes B ; PBS : tampon phosphate salin ; SA : Stimulation antigénique par injection de peptide ; SC : voie sous-cutanée.
Quelques jours apres la quatriéme injection, un test de réactivité du sérum des souris a été
réalisé, afin d’avoir une premicre estimation du succes de I’immunisation. Ce test a été réalisé
par un dosage ELISA en plaque de 96 puits, au fond desquels le peptide d’intérét a été fixé
(figure 33 et 34).

Préparation de la plaque ELISA :
« Dilution des peptides () dans un tampon carbonate a une concentration de lpg/mL

»  Dépotde 100 uL par puits des solutions de peptides dilués ; incubation sur la nuit,
température = 4°C ; lavage

»  Blocage des puits par dépot de 100 pL par puits d’une solution de BSA a3 % et de
sucrosea 4 % ; 1 heure, TA ; lavage

+  Placement de la plaque au dessiccateur pendant 4 heures

Réalisation du test ELISA :

+ Dilution des sérums en cascade dans un tampon PBST-BSA 5% :
1/1000 puis 10 dilutions au 1/2 pour arriver a une dilution 1/1 000 000

+  Dépotde 30 pL par puits de chaque dilution des sérums ; incubation pendant 1 heure
a température ambiante ; lavage

TMB
« Dilution de I’anticorps secondaire antis-souris couplé a la HRP au 1/1000 dans un
tampon PBST (# 115-035-164 ; Dianova, Allemagne)
Ac Il =i *  Dépotde 100 pL par puits de la solution en anticorps secondaire dilué ; mcubation
couplé HRP pendant 1 heure a température ambiante ; lavage
o +  Dépotde 100 pL par puits d’une solution de TMB ; incubation pendant 30 minutes a
s 5 température ambiante ; lavage
anticorps ?

*  Dépot de 150ul. par puits d’une solution stop composée d’acide sulfurique

*  Lecture des densité optique de chaque puits dans un systéme Magellan (Tecan, Suisse)

Figure 34 : Réalisation du test de réactivité des sérums des souris aprés la quatrieme injection. Abréviations : BSA : albumine
de sérum de beeuf ; HRP : peroxydase de raifort ; PBST-BSA 5 % : tampon phosphate salin contenant 0,1 % de twin et 5 %
d’albumine de sérum de bovin ; TA : température ambiante ; TMB : 3,3',5,5' tétraméthylbenzidine.
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Pour chaque peptide, seules les deux souris sur les quatre ayant la meilleure immunisation ont
poursuivi I’expérience. Dans les jours précédents la récupération de la rate de ces animaux, trois
injections intraveineuses des peptides solubilisés dans une solution de PBS (pH = 7,4) ont été

réalisées, afin de concentrer les lymphocytes B dans cet organe (figure 33).

En parall¢le, il a été initié une culture de cellules myélomateuses « X63 Ag8.653 » de souris,
pour permettre par la suite leur fusion avec les lymphocytes B des souris immunisées. Les
cellules décongelées ont été placées dans une bouteilles de 250 cm? de surface de culture,
contenant 40 ml de milieu « hybridoma fusion and cloning supplement » (HFCS ; Sigma
Aldrich, USA) supplémenté par 10 % sérum feetal de veau (SFV), 10 % de L-glutamine et des
acides aminés. Cette bouteille a alors été¢ placée dans un incubateur. Un jour apres la
déconggélation, il a été effectué un controle au microscope de I’aspect et du nombre des cellules.
Apres quatre jours de culture des cellules X63 Ag8.653, elles ont été réparties dans trois
bouteilles de 250 cm? de surface de culture, contenant 40 mL de milieu HFCS enrichi de 5 %

de SFV et de L-glutamine.

Dans une des trois bouteilles, il a été ajouté 5 mL de milieu HFCS supplémenté en
hypoxanthine, aminoptérine et thymidine (milieu HAT ; Sigma-Aldrich, USA), afin de vérifier
que les cellules myélomateuses ne pouvaient pas se multiplier dans un tel milieu. En effet, apres
la fusion, il ne faut pas que des cellules non fusionnées a multiplication rapide poursuivent leur
croissance, car elles masqueraient la présence de jeunes cellules de fusion potentiellement

obtenues.

Pour éviter ce phénomene, les cellules myélomateuses X63 Ag8.653 sont déficientes en
hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transférase (HGPRT), impliquée dans la voie de
recyclage de la synthése de ’ADN. La seconde voie de synthese des acides nucléiques, dite
« de novo », étant bloquée par I’aminoptérine, les cellules my¢lomateuses ne pourront alors

plus synthétiser d’ADN, freinant ainsi leur multiplication (figure 35).

La présence de I’hypoxanthine et de la thymidine permettra de s’assurer que les cellules de

fusion pourront quant a elles synthétiser de I’ADN par la voie de recyclage de maniére optimale.
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c lEenfstesstan Voie de novo (endogéne) Synthése

. Acdes aminés * DZADADZA

- CO, / d’acides nucléiques

Milieu HAT : Aminoptérine

< Bases puriques libres :

Voie de recyclage (exogéne)
gréice & 'HGPRT

c Bases pyrimidiques libres: Thymidine
«  PRPP

Figure 35 : Les deux voies de synthése possible pour ’ADN dans les cellules, et action du milieu HAT. Abréviations :
HGPRT : hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transférase ; PRPP : phosphoribose 5 pyrophosphate.

1.1.3 Fusion des lymphocytes B et des cellules myélomateuses murines

Dans un premier temps, pour déterminer le nombre de cellules myélomateuses cultivées, les
cultures cellulaires ont été transférés des bouteilles de culture a des tubes Falcon de 50 mL.
Ensuite, 10 pL du mélange recueilli ont été déposés dans une puce et un colorant ne marquant
que les cellules mortes a été ajouté volume a volume. Le comptage des cellules X63 Ag8.653
vivantes/mm? a alors été réalisé au microscope, permettant d’estimer le nombre de cellules/mL

dans la culture par un simple calcul (nombre de cellules comptées/mm? x 2 x 10 000).

Ensuite, les lymphocytes B activés ont été récupérés. Pour ce faire, les souris ont été
anesthésiées par de I’éther, puis sacrifiées par luxation des cervicales. Apres une désinfection
compléete de I’animal a 1’éthanol et 1a découpe de la fourrure de 1'abdomen puis du péritoine, la
rate de chaque animal a alors été récupérée. En effet, il s’agit d’un organe lymphoide
périphérique de relativement grande taille, donc facile a prélever et riche en lymphocytes, qui
s’activent localement par contact avec I’antigéne. Cet organe a été broyé dans un micro-tamis
et les cellules récupérées dans du milieu « Roswell Park Memorial Institute » (RPMI 1640 ;
Thermo Fisher, USA). Les lymphocytes activés ont alors ét¢ dénombrés au microscope, apres
coloration des cellules mortes. Parmi I’ensemble des cellules spléniques, ils présentent une taille
jusqu’a deux fois supérieure aux autres, car la stimulation antigénique active le cycle cellulaire.
Ceci a permis de déterminer le volume de culture de cellules myélomateuses a prélever, car il
est nécessaire d’appliquer un ratio de 1:5 en faveur des plasmocytes, pour éviter au maximum

les fusions entre cellules myélomateuses.
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Dans un tube Falcon de 50 ml, il a alors été mélangé 1’intégralité des cellules issues de la rate
des souris et une quantité cinq fois moins importante de cellules myélomateuses. Le volume
final a été ajusté a 50 mL avec du milieu RPMI 1640. Afin de débarrasser le milieu des protéines
qui pourraient géner la fusion, trois centrifugations successives de 5 minutes a 400 G ont été
réalisées, entrecoupées de 1’évacuation du surnageant et du remplissage du tube par 50 mL de
milieu RPMI 1640. Apres la derniére centrifugation, le tube débarrassé de son surnageant a été

placé dans un bain-marie a 37°C.

La fusion a été réalisée par ajout de polyéthyléne glycol (PEG) (Roche Diagnostic, Allemagne)
¢galement chauffé a 37°C. Il s’agit d’une substance qui agit par réduction drastique de la
distance entre les cellules, par abolition de la barriére hydrique qui existe naturellement entre
elles. De plus, il induit une déstabilisation des bicouches lipidiques formant les membranes
cytoplasmiques et nucléaires (471). Ces dernieres, qui assurent une certaine protection a la
cellule vis-a-vis de I’environnement extérieur et permettent la conservation du patrimoine

génétique, empéchent normalement les fusions cellulaires.

A trop forte concentration, ou en cas d’exposition trop longue, le PEG est néanmoins toxique
pour les cellules (472). Sa teneur doit ainsi étre controlée tout au long du process, pour préserver
l'intégrité des membranes fusionnées et ainsi obtenir des cellules de fusion viables. Il a ainsi été
déposé 0,25 mL de PEG en 15 secondes, associé a une agitation qui s’est poursuivie pendant
90 secondes. Ensuite, du milieu RPMI 1640 a été ajouté pour diluer le PEG, a raison de 0,25
mL en 15 secondes, puis 1 mL en 1 minute, puis 3 mL en 1 minute, puis 16 mL en 80 secondes,

toujours sous agitation, réalisée de la main ne tenant pas la pipette servant aux dépaots.

Le respect strict des temps indiqués ont permis d’optimiser les chances d’obtenir des
hétérocaryons qui, aprés mitose, donneront naissance a des cellules hybrides a noyau unique,
rassemblant tout ou une partie du matériel chromosomique des deux cellules parentales. Pour
isoler le PEG des cellules fusionnées, le tube les contenant a été centrifugé pendant 10 minutes
a 300 G. Ensuite, le tube a été placé au bain-marie a 37°C pendant 5 minutes. Pendant la
centrifugation, le milieu de culture des cellules de fusion a été préparé, a partir de milieu HFCS
supplémenté par 1% de SFV, 1% de L-glutamine et 1 % d’antibiotiques. Il a également été
ajouté 2% de milieu HAT. Ce milieu de culture a alors été ajouté au culot contenant les

potentielles cellules de fusion débarrassé du surnageant.
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Enfin, il a été réalisé le remplissage de plaques de 96 puits. Pour chaque souris, douze plaques
ont été nécessaires. Dans un premier temps, un volume de 200 pl de PBS stérile supplémenté
par 0,1 % de NaOH a été déposé dans les puits bordants la plaque, afin d’assurer une bonne
hygrométrie aux cultures et inhiber les infections. Ensuite, 100 puL du milieu contenant les
cellules fusionnées ont été distribués dans chaque puits. Les plaques ont alors été placées dans

I’incubateur réglé a 8 % de CO». ou elles y sont restées deux jours sans autre manipulations.

1.1.4 Culture cellulaire post-fusion et test des surnageants

Suite a la fusion, les cellules ont été laissée dans 1’incubateur pendant deux jours. Ensuite, le
milieu de culture a été changé réguliérement, par aspiration délicate du surnageant et remise de
100 pL de milieu HFCS associé a 2 % de SFV, 2 % de milieu HAT, 1 % de L-glutamine et
0,5 % d’antibiotiques. Il a également été effectué un contrdle régulier de 1’aspect des cellules

au microscope.

En parallele, il a été réalisé la récupération des macrophages d’une souris, puis leur culture.

Pour cela, un animal a été sacrifié suivant les mémes modalités que précédemment.

Cependant, le péritoine n’a pas été ouvert et 5 mL de milieu HFCS ont été injectés par voie
intrapéritonéale, sans percer aucun organe. Apres plusieurs cycle d’aspiration et de refoulement,
ces 5 mL de milieu HFCS alors concentrés en macrophages ont été réaspirés et transférés dans
un bécher stérile. L’opération a été répété une deuxieme fois. Il a alors été ajouté, de la L-
glutamine et des antibiotiques aux 10 mL de milieu récupérés. Ensuite, 50 puL par puits ont été
déposés dans des plaques de 96 puits, sauf dans les puits périphériques préalablement remplis

par 200 ul de PBS stérile supplémenté par 0,1 % de NaOH.

Apres quelques jours, les macrophages ont été transférés dans des plaques de 24 puits, dans un
milieu de culture similaire. Les volumes déposés dans les puits étaient de 300 uL. Au bout
d’une semaine, les macrophages ont été récupérés et transférés dans une bouteille stérile. Il a
¢té¢ ajouté au milieu 5 % de SFV, 1 % de L-glutamine, 2% de milieu HAT et 0,5 %
d’antibiotiques. Un volume de 50 uL de ce mélange a alors été ajouté a chaque puits contenant
les cellules de fusion. Les macrophages permettent en effet de nettoyer les milieux de culture

et sécretent de 1’interleukine 6 (IL-6) qui stimule la croissance cellulaire.
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Apres cinq jours de pousse des cellules de fusion en présence de macrophages, des tests du
surnageant en ELISA ont été réalisés, afin d’évaluer la capacité des cellules a produire des
anticorps anti-TDP-43 ou anti-p-TDP-43. Pour ce faire, 100 uL de surnageant de chaque puits
ont ¢té¢ transférés dans des plaques de 96 puits, pour y étre dilués au demi dans du
PBST-BSA 5 %. Ensuite, 100 pL des surnageants dilués ont été incubés pendant une heure et
a température ambiante dans des plaques 96 de puits, au fond desquels un peptide ayant servi a
immuniser les souris était adsorbé. Apres le lavage des puits, il a été ajouté 100 uL d’anticorps
secondaires couplé a la HRP et dilu¢ au 1/1000. L’incubation d’une heure a température
ambiante de cet anticorps s’est suivie du lavage des puits, puis de 1’ajout de 100 pL d’une
solution de TMB, elle-méme incubée 30 minutes avant ajout de 150 pL. d’une solution stop. Il
a alors été réalisé la lecture de la densité optique (DO). En effet, la réaction colorimétrique de
la transformation du TMB en son produit, catalysée par la HRP, présente une intensité
proportionnelle a la quantité d'anticorps présents dans le surnageant. Un seuil de DO égale ou

supérieure a 1,5 a été fixé pour sélectionner les puits d’intérét.

Ces test se sont suivis d une expansion de la culture des cellules jugées intéressantes. Pour cela,
le contenu des puits sélectionnés a été aspiré, puis disposé dans des puits de plaque de 24 puits.
Il a alors été ajouté 400 pL de milieu RPMI 1640 supplémenté par 10% de SFV, 1 % de
L-glutamine et 0,5 % d’antibiotiques. Il a également été ajouté 1 % d’hypoxanthine et de
thymidine. Il n’était plus nécessaire de leur associer ’aminoptérine, car les cellules déficientes

en HGPRT ne peuvent pas survivre au-dela de douze jours de culture en milieu HAT.

Concernant les cellules des puits présentant une DO inférieure a 1,5, leur culture a été maintenue
dans les plaques de 96 puits, nécessitant un changement de milieu régulier et des tests de
surnageant en ELISA pour contrdler I’éventuelle sécrétion tardive d’anticorps d’intérét. En cas

de positivite, les cellules des puits d’intérét ont alors été transférées en plaque de 24 puits.

1.1.5 Reclonage et obtention d’anticorps monoclonaux

Dans les puits d’intérét déterminés précédemment, les cellules de fusion n’étaient pas forcément
issues de la division d’une méme cellule mere. En effet, lors de la fusion, plusieurs cellules
sécrétrices d’anticorps d’intérét ont pu €tre distribuées dans un méme puits. L’utilisation de tels

anticorps, dits polyclonaux, dans les tests de laboratoire est possible.
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Cependant, les anticorps polyclonaux sont source de variations dans les résultats, notamment
en cas de changement de lot d’anticorps, car la croissance de différents types cellulaires dans
un méme espace ne peut étre strictement identique deux fois de suite. Pour obtenir des résultats
reproductibles, il est ainsi préférable d’utiliser des anticorps monoclonaux, secrétés par des
cellules jumelles issues de la méme cellule mere. Pour obtenir ce type d’anticorps, il est alors
nécessaire de « recloner » les cellules, c'est-a-dire d’isoler chaque clone de fusion dans des puits

séparés.

Cette ¢tape a été réalisée par la méthode des dilutions limites, qui consiste a déposer dans des
plaques une concentration décroissante en cellules de culture pour n’obtenir qu’une cellule par
puits, que 1’on laisse se multiplier quelques jours avant de réaliser de nouveaux tests de

surnageant en ELISA (figure 36).

Plaque de culture 1 : 1 2 3 4 5 6
i Aré i e® 9 \ et N o %o [ .... \ oS (o0 o
Les deux clones d’intérét dans le puits B1 A ......: ) ::i. ) .:':.'. R ) ...: o) | :

sont symbolisés par du vert et du bleu

Plaque de culture 2 : {50 UL , 50 L 4 50)#1‘ 50 UL 5 50 WL g
* Chagque puits est préalablement *,C\:,. ’ 0 /\. L O
rempli par 50 YL de milieu de culture A "....' o) (o ) | :". : ..'.: ) (% o : ‘
0% o / () s & P
*  Puis de surnageant de B1 50 pL o NmC Stml Al Stal Dk
de la plaque 1 sont ajoutés & A1l O\ o %\ [\ [ e\ \ / .
B [eoes ) (Soe®) (% o) ) 5 1
de la plaque 2 oss® )\ g . ) J
*  Puis 50 ML de A1 sont ajoutés a B2, ¥ .m L OA~C 2aC Dl Dk
50 ML de B2 sont ajoutés & C2, 50 ML cH ‘:‘.. Y (e .:. ) %) . ) ) ;
& | ) , 1
de C2 sont ajoutés & D2 < o
50 uL
* Puis 50 ML de tous les puits de la ..:ﬁ.' {-\. ./-\‘_. /\ % \
rangée 1 sont ajoutés aux puits de D eeo) ! Sy ' o/ ) /

la rangée 2, et ainsi de suite jusqu’d
la rangée 6

* Enfin, il est ajouté 100 UL de milieu
de culture dans tous les puits

Figure 36 : Méthode des dilutions limites employée pour obtenir des anticorps monoclonaux.
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Apres plusieurs dilutions limites effectuées, il est possible d’observer au microscope dans les
puits présentant une DO satisfaisante, une colonie de cellules monoclonales. A ce stade, les
cellules peuvent étre qualifiées d’hybridomes. La perte de sécrétion d'un hybridome, due a des
réarrangements chromosomiques, étant relativement courante, plusieurs reclonages ont été
effectués pour s’assurer de leur stabilité. Pour mettre en ceuvre les dilutions limites, le milieu
de culture RMPI 1640 a été associé a 1 % de L-glutamine et d’antibiotiques, ainsi qu’a un
pourcentage décroissant d’hypoxanthine et de thymidine au fur et & mesure des dilutions
réalisées. En effet, pour ces derniéres, la voie de novo de synthése des acides nucléiques a
normalement été progressivement réactivée par 1’arrét de 1’adjonction d’aminoptérine. Pour les
cellules dont la croissance était laborieuse, il a parfois aussi été nécessaire d’ajouter des

macrophages ou de I’IL-6 (1000 unités par mL de culture) et jusqu’a 15 % de SFV.

Ce milieu a par la suite ét¢ employé, pour expandre la culture des colonies monoclonales
d’intérét dans des bouteilles de 75 cm? puis de 250 cm? de surface de culture, afin d’augmenter
la masse des cellules et donc la production d’anticorps. Au-dela des résultats des tests de
surnageant en ELISA, les cellules sélectionnées présentaient une croissance relativement

rapide, et un aspect homogene.

1.1.6 Purification

Dans les cultures cellulaires réalisées, les hybridomes proliferent et secrétent leur anticorps
directement dans le milieu de culture. Avant de pouvoir étre utilisés dans des tests de
laboratoire, ces anticorps ont alors dii €tre purifiés. Pour cela, le surnageant a été filtré par
chromatographie d’affinité a 1’aide d’un automate AKTA purifier (GE Healthcare, USA). La
cartouche du dispositif (# 89924 ; Thermo Fisher, USA) était composée de billes d’agarose
couplées a la protéine A. Cette protéine provient de la paroi des bactéries de ’espece
Staphylococcus aureus et présente une affinité trés importante pour les immunoglobulines en
général, et plus particulierement pour les fragments constants des chaines lourdes des Ig G. Le
surnageant des cultures a été passé dans ces cartouches mélangé volume a volume avec une
phase mobile composée d’un tampon glycine 1,5 M de pH égal a 8,9. Ce pH est en effet optimal
pour la fixation des IgG sur la protéine A. L'élution des anticorps s’est ensuite effectuée par le
passage dans les cartouches d’un tampon d’acide citrique a 100 mM de pH égal a 3. Une
solution tampon de TRIS 1M de pH égal a 9 a été ajoutée a 1’¢luat, et les anticorps ont été
dialysés dans une solution de PBS de pH égal a 7,4 pendant 48 heures a une température de
4°C.
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1.2. Résultats

1.2.1 Sélection des peptides

L’analyse de la séquence de la TDP-43 par le logiciel « Bepipred 2.0 », permettant la recherche

d’épitopes discontinus, a abouti a la mise en évidence de 12 peptides (figure 37 et tableau XII).
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Figure 37 : Analyse de la séquence de la TDP-43 par le logiciel Bepipred 2.0. Les séquences en jaunes sont potentiellement
immunogenes.

Nombre
Peptide d’acides

aminés

1 6 26 RVTEDENDEPIEIPSEDDGTV 21

2 42 54 RYRNPVSQCMRGV 13

3 62 70 HAPDAGWGN 9

4 74 102 VVNYPKDNKRKMDETDASSAVKVKRAVQK 29

5 115 125 TTEQDLKEYFS 11

6 139 142 LKTG 4

7 156 170 ETQVKVMSQRHMIDG 15

8 178 190 PNSKQSQDEPLRS 13

9 201 212 DMTEDELREFFS 12

10 245 252 GEDLIIKG 8

11 260 283 AEPKHNSNRQLERSGRFGGNPGGF 24

12 396 411 GFNGGFGSSMDSKSSG 16

Tableau XII : Peptides immunogénes prédits par le logiciel Bepipred 2.0.
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L’analyse de la séquence de la TDP-43 par le logiciel « Bepipred 1.0 », permettant la recherche

d’épitopes continus, a abouti a la mise en évidence de 14 peptides (figure 38 et tableau XIII).
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Figure 38 : Analyse de la séquence de la TDP-43 par le logiciel Bepipred 1.0. Les séquences en jaunes sont potentiellement
immunogenes.

Nombre
Peptide d’acides

aminés

1 7 25 VTEDENDEPIEIPSEDDGT 19

2 33 36 AQFP 4

3 46 46 P 1

4 62 68 HAPDAGW 7

5 77 93 YPKDNKRKMDETDASSA 17

6 100 101 VQ 2

7 114 120 KTTEQDL 7

8 138 144 DLKTGHS 7

9 177 189 LPNSKQSQDEPLR 13

10 200 205 EDMTED 6

11 238 238 Q 1

12 258 271 SNAEPKHNSNRQLE 14

13 273 310 SGRFGGNPGGFGNQGGFGNSRGGGAGLGNNQGSNMGGG 38

14 329 329 A 1

Tableau XIII : Peptides immunogénes prédits par le logiciel Bepipred 1.0.
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Apres comparaison des épitopes prédits par les deux méthodes, trois peptides composés des

acides aminés ont été retenus (figure 39). Le dernier a été phosphorylé en position 409 et 410.

1@ 28 30 42 5@ &8 78 180 118 128 138 148
MSEYIRVTED ENDEPIEIPS EDDGTVLLST VTAQFPGACG LRYRNPVSQC MRGVRLVEGI LHAPDAGWGN LVYWWNYHKD NKRKMDETDA SPAVEVKRAV QKTSDLIVLG LPWKTTEQDL KEYFSTFGEV LMVQVKKDLK

158 168 i7e 188 198 200 218 220 238 248 250 268 278 288
TGHSKGFGFV EYETQVK VMSQRHMIDG RWCDCKLPNS KQSQDEPLRS RKVFVGRCTE DMTEDELREF FSQYGDVMDV FIPKPFRAFA FVTFADDQIA QSLCGEDLII KGISVHISNA EPKHNSNRQL ERSGRFGGHP

298 Jee 31e 328 338 348 ise 368 37e 3ge 399 488 418
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Figure 39 : Epitopes théoriques de la TDP-43 choisis pour étre la cible des anticorps produits.

1.2.2 Test du sérum des souris au soixantieme jour d’immunisation

Le test du sérum des souris, effectué¢ soixante jours apres leur premieére immunisation, a permis
d’apprécier la réactivité de leur plasma vis-a-vis des peptides. Pour le peptide composé des
acides aminés 79 a 91 de la TDP-43, les quatre souris ont ét¢é immunisées avec succes. Le
peptide composé des acides aminés 259 a 271 a provoqué une forte réponse immunitaire pour
une souris, modérée pour deux souris et faible chez la derniére souris. Le dernier peptide,
composé des acides aminés 400 a 411 et phosphorylé en position 409 et 410, a permis
I’immunisation des quatre souris, dont deux présentaient une réactivit¢ de leur sérum

importante. Le tableau XIV récapitule les DO mesurées en ELISA dans chaque sérum.

o Peptide 79-91 Peptide 259-271 Peptide 400-411 phosphorylé
Dilution

d‘fs Souris  Souris Souris  Souris Souris  Souris
Sérums C D G 8] K L

1/1000 5493 4167 3,924 2,557 | 4374 1900 1,680 0,869 | 4441 3271 1,876 1,570
1/2000 4803 4149 4123 1234 | 4527 1,084 0950 0485 | 458 3363 1,520 0,846
1/4000 4301 3,848 3,889 0,647 | 4015 0485 0452 0213 |3.897 3015 0,745 0,461
1/8000 4305 4116 3,999 0289 | 4037 0290 0256 0,135 | 4023 2940 0312 0241
1/16000 | 4,114 4033 3,588 0,172 | 3.690 0,160 0,148 0,090 | 3984 2,110 0,160 0,126
132000 | 4,157 3,837 2,600 0,130 | 2,701 0,102 0,096 0,060 | 3.566 2.623 0,056 0,084
1/64000 | 3.830 3,548 1,345 0,070 | 1347 0,055 0054 0041 | 2435 1481 0,079 0,040
1/128000 | 3,718 2,754 0,810 0,064 | 0.814 0,056 0,053 0,046 | 1,380 0.774 0,077 0,032
1256000 | 2,579 1326 0,381 0,044 | 0.408 0,033 0,033 0,030 | 0791 0359 0,044 0,039
1/512000 | 1,393 0871 0,225 0018 | 0225 0019 0018 0013 | 0366 0,163 0032 0,024
1/106 0,790 0460 0,132 0,033 | 0.137 0,025 0026 0,025 | 0.154 0801 0064 0,079
Blanc 0,040 0,055 0,048 0,046 | 0.039 0055 0041 0,048 | 0,049 0045 0056 0,045

Tableau XIV : Densités optiques des sérums des souris, obtenues par des tests ELISA réalisés 60 jours apres le début de
I’immunisation. Les souris marquées en vert sont celles dont la rate a plus tard été récupérée pour extraction des lymphocytes.
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1.2.3 Fusion

Le tableau XV présente la concentration des cellules myélomateuses dans la culture effectuée
quelques jours avant la fusion, et le nombre de cellules lymphocytaires récupérées par souris,

ainsi que les volumes mis en jeu pour réaliser la fusion. Pour la souris F, la fusion n’a finalement

pas été réalisée, car ses résultats au test du sérum ont été jugés trop faibles.

Peptide 79-91 Peptide 259-271 Peptide 400-411
Calculs effectués phosphorylé
Souris A Souris B Souris E Souris F Souris | Souris J
Cellules X63 Ag8.653 800 000 360 000 550 000
(cellules/mL)
Volume prélevé (mL) 35 40 62 na 49 60

Lymphocytes activés

issus de la rate 14 000 000 16 000 000 11 200 000 na 12 300 000 15 000 000
(cellules/mL)

Volume disponible 10 10 10 na 10 10
(mL)

Tableau XV : Concentrations cellulaires et volumes prélevés pour la fusion des cellules myélomateuses avec les lymphocytes
issus de la rate des souris. Abréviations : na : non appliqué.

1.2.4 Tests des surnageants en ELISA et expansion des cultures en plaque 24 puits

Pour la souris A, parmi les 720 puits cultivés en plaques 96 puits, un seul a présenté une
DO > 1,5. Pour les souris B,E,I et J ce nombre était de 3, 2, 4 et 3 respectivement. Les cellules

de ces puits ont alors été cultivées en plaque 24 puits, puis reclonés.

1.2.5 Anticorps obtenus

Finalement, a partir de ’immunisation des souris par le peptide 79-91, deux anticorps
monoclonaux « 21B2 » et « 19C9 » ont été obtenus. L’ immunisation par le peptide 259-271 a
permis la synthése d’un anticorps monoclonal, nommé « 35G7 ». Enfin, le peptide 400-411
phosphorylé en 409 et 410 inject¢ chez les souris a permis d’obtenir trois anticorps
monoclonaux différents, nommés « 2F11 », « 1E6 » et « 11C10 ». Ces noms correspondent a

la plaque et au puits dans lesquels le clone a été finalement cultivé.
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2. Caractérisation des anticorps sur prélevements cérébraux

2.1 Matériels et méthodes

2.1.1 Préléevements cérébraux

Des prélevements de cortex frontaux de cing patients ont été obtenus auprés de la
« Tissu-Tumorothéque Est » des HCL (Professeur David Meyronet). Trois de ces prélévements
provenaient de patients atteints de DLFT-TDP. Les deux autres prélévements étaient issus de

patients atteints de DLFT-Tau.

L’extraction des protéines cérébrales a été réalisée selon un protocole décrit dans la littérature
(79). Apres la mise en suspension des homogénats de cortex frontaux dans une solution tampon
« Low Salt » a une concentration de 5 mL/g de cortex, les protéines ont été extraites par des
ultracentrifugations successives, entrecoupées de la remise en suspension des culots dans des
tampons au pouvoir de solubilisation croissant. Dans I’ordre chronologique, il a été utilisé le
triton-X, le triton-X associé au sucrose, le sarkosyl, puis le dodécylsulfate de sodium (SDS) ou

I’urée. Tous les surnageants ont été conservés, a une température de — 80°C.

Les protéines extraites des échantillons cérébraux traités a [’urée ont ensuite été dilués au 1/200
dans du tampon de migration « Laemmli 2X ». La composition du tampon de migration utilisé
dans les WB peut varier Iégerement d’un laboratoire a 1’autre, mais elle inclut systématiquement
certains composés décrits par Laemmli en 1970 (473). Ainsi, le B-mercaptoéthanol, qui est un
agent réducteur dénaturant, casse les ponts disulfures €tablis entre les chaines d’acides aminés.
Le SDS, qui est un détergent anionique dénaturant, charge les protéines négativement. Le
glycérol alourdit les échantillons afin de faciliter leur migration. Enfin, le bleu de bromophénol
permet de colorer ces échantillons pour que I’opérateur puisse visualiser leur migration. Dans
cette étude, le tampon de migration contenait 6 % mol/L de Tris HCI a pH 6,8 et 10 % de
B-mercaptoéthanol, 4 % de SDS, 20 % de glycérol ainsi qu’une faible fraction de bleu de
bromophénol. Les préparations ont ensuite été dénaturées a une température de 95°C pendant

5 minutes.
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2.1.2 Western Blot

Le WB est une technique d’analyse des protéines trés largement répandue dans les laboratoires.
Son principe général est basé sur la détection immunologique de protéines présentes dans un
¢chantillon, aprés que celles-ci aient été séparées par €lectrophorese. Les résultats sont alors
visualisés sous forme de bandes correspondant aux différentes formes de protéines dans le
milieu. La méthode de détection de ces bandes dépend de la sensibilité souhaitée. Pour une
détection tres sensible, on utilise généralement la chimiluminescence. La visualisation se fait
alors sur un film photographique et permet de conclure a la présence ou a 1’absence d’une

protéine dans I’échantillon analysé.

Sile WB est une technique essentiellement qualitative, des imageurs peuvent aussi réaliser une
analyse semi-quantitative des profils obtenus par une acquisition de I’intensité des bandes lors
de la réaction de chimiluminescence. Avec cette technique, une variabilité¢ de mesure d’environ

35 % pour un méme échantillon répété est généralement admise (474).

La réalisation d’un WB peut étre décomposée en plusieurs étapes (figure 40). Le protocole

réalisé dans cette étude est intégré a la description de ces étapes.

Echantillons déposés Appareil de transfert
B o e o o =_H-_
- e Ee B i —

—-— my - - [r— —
R — — -—
-— . . f—

— —-— - —
. — _

protéines séparées
dans le gel e . .
protéines transférées
sur membrane PVDF
Visualisation l
de bandes
— — Lo Membrane incubée
N — Révélation

_ avec un anticorps 1" puis ll°"®

correspondant & la
protéine d’intérét

Film photographique

Figure 40 : Etapes de réalisation d’un Western Blot avec révélation sur film photographique.
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Dans un premier temps, les échantillons sont dilués dans un tampon de migration dénaturant de
type Laemmli, puis chauffés. Ensuite, la séparation des protéines nécessite le dépot d’un certain
volume d’échantillons dénaturés dans des puits situés sur la tranche supérieure du gel de
migration, lui-méme disposé dans un cuve d’¢électrophorese. Ces derniéres années, les gels les
plus couramment utilisés sont compos¢s de polyacrylamide. Cette substance, responsable de la
rétention des protéines, va créer un maillage plus ou moins serré au sein du gel en fonction de
sa concentration, exprimée en pourcentage. Il faut par conséquent choisir un gel présentant un
pourcentage en polyacrylamide adapté a la masse moléculaire de la protéine d’intérét. Apres le
dépot, I’application d’un champ ¢électrique dans la cuve d’¢électrophorése permet de faire migrer
les protéines, chargées négativement par le SDS, vers I’anode. La vitesse de migration sera
dépendante de la masse moléculaire de chaque protéine. Dans ce travail, il a été utilisé des gels
« NuPAGE » (Thermo Fisher ,USA) présentant un gradient de polyacrylamide de 4 % a 12 %.
Ce type de gel est classiquement utilisé dans les études qualitatives de la TDP-43 (358,359).
Un volume de 10 pL d’échantillons dénaturés a été déposé dans les puits. Deux de ces puits
¢taient néanmoins dévolus au dépot de 5 uL d’un marqueur de migration coloré « Amersham
Full-Range Rainbow » (GE Healthcare, UK) et de 5 L d’un marqueur de chimiluminescence
« MagicMark XP Western Protein Standard » (Thermo Fisher, USA). Il a alors été appliqué un

courant d’intensité fixée a 200 mA pendant 50 minutes.

Suite a I’¢électrophorese des protéines, celles-ci doivent étre transférées a la surface d’une
membrane, car le gel ne permet pas la fixation des anticorps de détection des protéines. Ce
transfert, réalisé en milieu humide ou semi-sec, se base sur le méme phénoméne physique que
I’¢lectrophorese. En effet, en migrant vers I’anode, les protéines chargées négativement
présentes dans le gel vont s’incorporer a la surface de la membrane, classiquement composée
de polyvinylidene fluoride. Dans cette étude, les transferts de type semi-secs ont été réalisés par
I’application d’un courant d’intensité fixée a 350 mA pendant 35 minutes, dans un assemblage

composé du gel accolé a une membrane « Immobilon-P » (Millipore, USA).

L’étape suivante consiste a « bloquer » la membrane, par son incubation dans une solution riche
en protéines, afin de limiter les futures interactions non spécifiques entre ’anticorps de
détection et cette membrane. En effet, ce phénomene peut créer un bruit de fond lors de la
révélation. Dans cette étude, les membranes ont été incubées dans des solutions de PBS
contenant soit 5 % de lait, soit 3 % d’albumine bovine, durant 2 heures a température ambiante

et sous agitation douce.
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Une fois la membrane bloquée, elle va étre incubée avec un anticorps dit « primaire »,
spécifique de la protéine d’intérét. La mise en évidence de cette protéine dépendra alors
beaucoup de la sensibilité et de la spécificité de 1’anticorps. Ces deux parameétres dépendent
eux-mémes de la concentration de I’anticorps dans la solution d’incubation. Dans ce travail, les
anticorps primaires ont été dilués dans une solution de PBS contenant 0,1 % de Tween 20 pour
limiter leur agrégation (PBST) et l’incubation avec les membranes a été réalisée a la
température de 4°C pendant une nuit. Diverses concentrations ayant été testées pour chaque
anticorps primaires, celles-ci sont alors précisées dans les résultats. Le tableau X VI récapitule

les anticorps utilisés. L anticorps 2G10 n’a pas ét¢ synthétisé lors de ce travail, mais il provient

de la méme société et n’avait pas encore été caractérisé sur échantillons cérébraux.

Sérines < . s
e Espéce Clonalité
21B2
78-91
19C9 )
Souris Monoclonal
2G10 201-220
35G7 258-271
11C10
1E6 400-412 409 et 410 Souris Monoclonal
2F11

Tableau XVI : Récapitulatif des anticorps primaires utilisés dans cette étude. La police violette correspond aux
anticorps anti-p-TDP-43.

La figure 41 permet de rappeler les interactions potentielles entre la protéine et les différents

anticorps testés.

21B2 2G10
19C9 «—> 35G7
<> <>
SLN SEN
N B mear BN meaz B m6 e
AAI 82-98 106 165 191 239-250 262 274 414
4+——>
11C10
2F11
1E6

Figure 41 : Interactions théoriques des anticorps avec la TDP-43. La police violette correspond aux anticorps
anti-p-TDP-43. Abréviations : AA : acide aminé ; C : extrémité carboxy terminale ; MRA : motifs de
reconnaissance des acides nucléiques ; N : extrémité amino terminale ; RR-G : région riche en glycine ; SEN :
signal d’exportation nucléaire ; SLN : signal de localisation nucléaire.
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Suite a I’incubation de la membrane avec la solution d’anticorps primaire, une série de ringages
est alors effectuée, pour ¢éliminer 1’exceés d’anticorps primaire non li¢. Puis, la membrane est
incubée avec un anticorps dit « secondaire », dirigé contre ’anticorps primaire. Cet anticorps
peut étre couplé a la biotine ou a une enzyme comme la phosphatase alcaline ou la peroxydase
de raifort (HRP) suivant le type de détection envisagé. Dans notre étude, trois lavages successifs
de 5 minutes par du PBST ont été réalisés, suivie d’une incubation sous agitation douce d’une
durée de 30 minutes avec un anticorps anti-IgG de souris « Peroxidase AffiniPure Goat

Anti-Mouse IgG » (Jackson Immunoresearch, USA) dilué¢ au 1/10 000 dans du PBST.

Aprés I’incubation avec ’anticorps secondaire, la membrane est alors de nouveau lavée
abondamment pour éliminer tout exceés d’anticorps. Elle est ensuite séchée a ’air libre, puis
I’ajout d’un substrat, dépendant du systeéme associé a 1’anticorps secondaire, permet enfin de
mettre en ¢évidence la présence ou I’absence de la protéine d’intérét. Des détections
colorimétriques, fluorescentes ou par autoradiographie peuvent étre réalisées. Cependant, il est
communément effectué une détection de la chimiluminescence, émise lors du retour du luminol

a son état fondamental apres son excitation par le peroxyde d’hydrogene catalysée par la HRP

(figure 42).
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Luminol 3-aminophtalate
état excité

Figure 42 : Principe de la chimiluminescence émise avec le luminol.

Dans I’étape de révélation réalisée dans cette ¢tude, quatre lavages de cinq minutes dans du
PBST suivi de trois lavages de cinq minutes dans du PBS ont ¢été réalisés. Puis, les membranes
ont été mises en contact avec un réactif de révélation « Super Signal West Dura » (Pierce, USA).
Les images ont été obtenues en chambre noire, grace a des films photographiques « Amersham
Hyperfilm ECL » (GE Healthcare, UK). La durée d’exposition de ces films avec la membrane
¢tait variable entre les anticorps, et est précisée systématiquement dans les résultats. Les films

ont finalement ét¢ traités par un bain de révélateur puis de fixateur GBX (Kodak, USA).
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2.2. Résultats

La figure 43 récapitule les résultats obtenus par WB a partir d’homogénats de tissus cérébraux

précipité selon un protocole « SDS » avec les différents anticorps de cette ¢tude et pour des

conditions optimisées.
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Figure 43 : Résultats des WB réalisés a partir de fractions cérébrales frontales de patients atteints de DLFT-TDP ou de
DLFT-tau.
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2.2.1 : Anticorps dirigés contre la forme totale de la TDP-43

L’anticorps 21B2 a permis de mettre en évidence chez tous les patients une bande majoritaire

de 45 kDa, complétée par trois bandes de 40, 43 et 50 kDa de plus faible intensité.

Les profils obtenus avec 1’anticorps 2G10 étaient proches de ceux révélés par I’anticorps 21B2.
En effet, tous les patients ont présenté une bande majoritaire de 45 kDa, accompagnée de plus
faibles bandes de 43 et 50 kDa. Cependant, contrairement au 21B2, des bandes diffuses entre
20 et 30 kDa et entre 30 et 40 kDa ont également été révélées uniquement chez les sujets atteints

de DLFT-TDP.

Avec I’anticorps 19C9, tous les patients présentaient trois bandes d’intensité comparable de 45,
50 et 60 kDa. Chez les sujets DLFT-TDP, deux bandes supplémentaires de 39 et 80 kDa ont
¢té mises en évidence. L’exposition des films photographiques sur les membranes pour révéler
les profils qualitatifs de la TDP-43 a nécessité d’étre prolongée avec cet anticorps comparé aux

anticorps 21B2 ou 2G10.

Enfin, malgré de nombreuses tentatives d’optimisation, 1’utilisation de 1’anticorps 35G7 n’a
abouti a aucune image exploitable. Il a été essayé plusieurs temps d’incubation de la membrane
avec la solution saturante (2 heures, 4 heures ou sur la nuit) et différentes composition pour
cette solution (solution de PBS-lait 5% et solution de PBS-BSA 3%). Plusieurs temps
d’incubation de la membrane avec le 35G7 ont également été testés (30 minutes,
1 heure, 2 heure, 4 heure, ou sur la nuit), avec des solution de 35G7 a différentes concentrations

(1/2000, 1/5000, 1/10 000, 1/20 000).

2.2.2 Anticorps dirigés contre la forme de la TDP-43 phosphorylée en position 409 et 410

Globalement, les images obtenues a I’aide des anticorps spécifiques de la TDP-43 phosphorylée
en position 409 et 410 ¢étaient plus nettes que celles obtenues par 1’utilisation des anticorps
dirigés contre la forme totale de la TDP-43, notamment car les bandes comprises entre 40 et

50 kDa étaient moins intenses.
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L’anticorps 2F11 a permis d’observer chez tous les patients deux bandes de 43 et 50 kDa. Chez
les trois patients présentant des agrégats de TDP-43, une bande de 25 kDa était également plus

ou moins visible.

Avec I’anticorps 11C10, les patients ont tous présenté deux bandes de 43 kDa et 50 kDa
d’intensité comparable, parfois complétées par une bande de plus faible intensité d’environ
45 kDa. Chez les patients présentant des agrégats de TDP-43, des bandes de 25, 35 et 39 kDa
¢taient également bien visibles, tandis que chez les patients atteints de DLFT-Tau, une bande

d’environ 70 kDa est spécifiquement apparue.
Enfin, I’utilisation de I’anticorps 1E6 a permis de mettre en évidence chez tous les patients trois

bandes de 43, 45 et 50 kDa d’intensité comparable. Comme pour I’anticorps 11C10, des bandes
de 25, 35 et 39 kDa était également visibles chez les trois patients atteint de DLFT-TDP.
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3. Discussion

Cette premiere partie du travail était dévolue a la synthése de nouveau anticorps anti-TDP-43
et anti-p-TDP-43, avec ’espoir qu’ils présentent de meilleures sensibilité et spécificité que les
anticorps commerciaux pour la détection de cette protéine, notamment dans les fluides
biologiques des patients. Cette synthése a été réalisée par I’hybridation entre des lymphocytes
B activés et des cellules cancéreuses, induite par un agent permettant la fluidification des
membranes. Les cellules fusionnées ont alors hérité du caractére d'immortalité des cellules
malignes plasmocytaires, et pourront donc produire les anticorps monoclonaux indéfiniment.
Bien que cette technique soit aujourd’hui bien maitrisée, le faible nombre de clones finalement
obtenus démontre que la réponse immunitaire au sein d’un organisme vivant est un processus
complexe, qui dépend de nombreux facteurs non contrdlables. Ce faible nombre pourrait aussi
s’expliquer par la taille relativement petite des peptides utilisés comme éléments immunogenes,
permettant d’éviter des problemes de conformations inter-espeéces ultérieurs. Ce choix,
longuement discuté lors de la réflexion sur la stratégie d’immunisation, comportait en effet le
risque de développement d’une faible réponse immunitaire des souris malgré les artifices

utilisés pour la stimuler.

Durant ce travail, des interrogations sur la nature des éléments a injecter se sont également
posées. Il a ainsi été envisagé 'utilisation de protéines cérébrales plus ou moins purifiées,
issues de tissus bien caractérisés sur le plan neuropathologique. Cette méthode s’est par
exemple montrée performante pour la synthése d’anticorps dirigés contre la protéine Prion dans
un travail antérieur de I’équipe. Cependant, I’utilisation d’un tel matériel présente un certain
nombre d’inconvénients, notamment au niveau de la méthode de purification a employer. En
effet, a ’inverse du Prion, il n’est pas possible de traiter les échantillons par la protéinase K et
de récupérer la TDP-43 dans sa conformation pathologique en quantité suffisante. De plus, la
réglementation concernant la manipulation de produits d’origine humaine ne permet pas ce type
d’immunisation dans tous les laboratoires. Pour certaines protéines, une purification par
anticorps spécifique est ¢galement possible, mais nous ne disposions pas d’un tel outil pour la
TDP-43. Enfin, quelle que soit la méthode de purification des échantillons employée, il existe
systématiquement un taux résiduel de protéines interférentes, pouvant conduire a une
diminution de la sensibilité des anticorps produits. Ces difficultés de purification expliquent en

partie I’émergence du développement d’anticorps par injection de peptides synthétiques.
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Cette méthode d’immunisation par peptides synthétiques a ainsi permis a d’autres équipes
d’obtenir un anticorps spécifique de fragments de la TDP-43 coupée par la caspase-3 en position
219. L’analyse du tissu cérébral en WB de patients atteints de MA ou de maladie de Parkinson

avec cet anticorps a permis de mettre en évidence des bandes spécifiques de 25 kDa (475,476).

Dans un contexte de DLFT, cette approche a également abouti a I’émergence d’un anticorps
ayant la capacité de détecter la TDP-43 cytoplasmique anormale en immunohistochimie, a
partir de ’'immunisation de souris avec un peptide composé de la séquence en acides aminés
182 a 261 de la TDP-43 (477). 1l a également ¢été développé des anticorps anti-p-TDP-43 par
cette méthode (157,159,161,251).

Les premiers tests de détection de la TDP-43 humaine avec les anticorps développés dans notre
travail a partir de peptides de synthése ont globalement présenté des résultats encourageants sur
tissus cérébraux. En effet, les profils protéiques obtenus par WB étaient exploitables pour six
anticorps sur les sept et ont permis de mettre en évidence différentes isoformes de la TDP-43
dans les échantillons. Par ailleurs, les performances décevantes de I’anticorps 35G7 étaient
quelque peu prévisibles, car sur les quatre souris immunisées par le peptide 259-271, une seule
présentait des DO compatibles avec un processus d’immunisation efficient. Cette remarque
démontre I’intérét d’immuniser plusieurs animaux pour un méme peptide, tout en suivant la

régle des 3 « R » régissant I’expérimentation animale (réduire, raffiner, remplacer).

Trois anticorps anti-TDP-43 totale sur les quatre produits ont permis de mettre en évidence une
bande a 43 kDa, ce qui est en accord avec 1I’é¢tude de Neumann et al, dans laquelle 1’extraction
séquentielle des protéines cérébrales a été effectuée en suivant le méme protocole que dans ce
travail (75). Une bande de 50 kDa a été également souvent révélée par ces anticorps, ce qui est
en accord avec 1’¢étude de Steinacker er al (358). Dans les deux études citées, les profils des
fractions cérébrales obtenus étaient cependant différents. Cette diversité a été retrouvée dans
nos travaux. Une comparaison des profils obtenus avec les anticorps 21B2 et 19C9, issus de
I’immunisation par le peptide composé des acides aminés 79-91 de la TDP-43, a permis une
premiére comparaison de leurs performances analytiques. Le 21B2 semble plus sensible que le
19C9, car a dilution égale et pour un temps d’exposition plus court, le premier a permis de
mettre en évidence plus d’isoformes de la protéine que le second. Cependant, le 19C9 pourrait
étre plus spécifique, car les profils obtenus en I'utilisant étaient différents entre les sujets

présentant des inclusions de TDP-43 cérébrales et des sujets contrdles.
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Parmi les anticorps dirigés contre la TDP-43 totale, le 2G10 a été le seul a mettre en évidence
des bandes de poids moléculaire inférieur a 30 kDa. Comme il ciblait un épitope plus proche
de P'extrémité carboxy-terminale de la protéine que les anticorps 21B2 et 19C9, ce résultat
pourrait confirmer I’hypothése que les fragments de la TDP-43 détectables en WB

correspondent plutdt aux acides aminés carboxy-terminaux de la protéine (75,478).

Contrairement aux anticorps dirigés contre la forme totale de la TDP-43, les anticorps
anti-p-TDP-43 ont été¢ obtenus par ’injection d’un peptide carboxy-terminal phosphorylé de
séquence en acides aminés similaire aux peptides utilisés dans d’autres études (tableau III).
Ceci s’explique par le fait que cette protéine phosphorylée a la fois en 409 et 410 semble
spécifiquement impliquée dans la formation d’agrégats cérébraux de TDP-43 (157,159,251).
Dans notre étude, les profils obtenus avec ces anticorps confirment I’hétérogénéité des profils
dépendante de I’anticorps. Néanmoins, de fagon intéressante, tous les anticorps anti-p-TDP-43
ont permis de révéler des bandes inférieures a 40 kDa uniquement chez les sujets atteints de
DLFT-TDP. La bande de 43 kDa parfois aussi détectée permet de penser que les anticorps
11C10 et 1E6 se fixent également sur la forme non pathologique de la TDP-43. Ce constat a
déja été rapporté dans une étude des 1ésions cérébrales par techniques immunohistochimiques
en utilisant des anticorps anti-TDP-43 phosphorylés, dans laquelle il a été mis en évidence
¢galement la TDP-43 nucléaire (477). Les résultats des WB réalisés dans cette méme étude,
ainsi que dans d’autres publications, sont concordants avec nos résultats, puisque les profils
protéiques présentaient une bande de 45 kDa, associée a plusieurs bandes d’environ 25 kDa
chez les sujets atteints de DLFT-TDP (157,159,251). Dans la littérature, I’analyse du profil de
ces petits fragments ont par ailleurs permis de différencier les sous-types de DLFT-TDP, malgré

de nombreux recouvrements (131,251).

Finalement, les profils protéiques obtenus par WB en utilisant ces nouveaux anticorps se sont
réveélés intéressants et au moins €quivalents a ceux décrits dans la littérature. Leur évaluation a
alors été poursuivie en les testant dans d’autres milieux biologiques. Ces travaux sont présentés

dans la patrie B de la these.
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PARTIE B :

CARACTERISATION DE LA TDP-43 DANS LES
FLUIDES BIOLOGIQUES ET LES ELEMENTS
FIGURES DU SANG
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Le développement puis la validation d’un marqueur protéique pour une pathologie passe
classiquement par plusieurs étapes successives. Dans un premier temps, des recherches sont
menées dans le but d’identifier un processus physiopathologique, idéalement relativement
spécifique. Ensuite, un parameétre caractéristique de ce processus est déterminé. Enfin,
I’émergence du marqueur passe par le développement d’une méthode permettant sa détection
facile et robuste. Dans les DLFT, la réalisation d’analyses immunohistochimiques, ainsi que
des recherches en modé¢le cellulaire ou animal, ont permis d’identifier plusieurs processus

pathologiques impliquant la TDP-43.

Un des objectifs principaux de cette thése était alors de déterminer si la TDP-43 présente dans
les inclusions cérébrales pouvait étre mise en évidence dans des fluides biologiques accessibles

du vivant du patient grace aux nouveaux anticorps préalablement développés.

Pour cela, il a dans un premier temps ¢été effectué une caractérisation qualitative de la protéine
totale et phosphorylée en 409/410, par WB et par la technologie Simple Western

(ProteinSimple, USA) dans différentes matrices biologiques.

Ensuite, le travail s’est poursuivi par I’analyse semi-quantitative de ces deux formes de TDP-43

dans des échantillons plaquettaires.

Enfin, une analyse quantitative de la protéine dans le LCS et le plasma de patients a également

¢été réalisée par technique SiIMoA (Quanterix, USA).

1.  Approche qualitative
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1.1 Matériels et méthodes

1.1.1 Echantillons

o Solution d’albumine diluée a 0,4 g/L

Une solution de Vialebex a 40 g/L (LFB Biomedicaments, France) a été diluée au 1/100 dans
du NaCl. Cette dilution permet de retrouver une concentration en albumine du méme ordre de

grandeur que celle des plasmas dilués.

. Solution d’immunoglobulines a 0,5 g/L

Une solution de Privigen a 100 g/ (CSL Behring, Allemagne) a été diluée au 1/200 dans du
NacCl.

. Cultures cellulaires productrices de TDP-43

Deux lignées cellulaires humaines produisant naturellement de la TDP-43 ont été cultivées par
le Docteur Pascal Leblanc (Equipe Interactions Neurone-Muscle, Institut Neuromyogene,
CNRS UMRS5310 - INSERM U1217, Université de Lyon). Les cellules Human embryonic
kidney (HEK 293T ; Généthon, France) étaient d’origine rénale, et les cellules SH-SYSY

(Sigma Aldrich, USA) étaient issues d’un neuroblastome humain.

Apres la récupération d’échantillons de cultures cellulaires, 1’extraction des protéines de ces
milieux a débuté par leur mise en suspension dans un tampon PBS suivie de leur centrifugation
a une température de 4°C. Les culots cellulaires ont alors été dissous puis lysés par un tampon
Laemmli 2X, contenant 6 % de Tris-HCI a pH 6,8 et 10% p-mercaptoéthanol, 4% SDS ainsi
que du glycérol et du bleu de bromophénol. Aprés sonication, les lysats cellulaires ont été

congelés a une température de — 20°C jusqu’a analyse.
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. Fluides biologiques et éléments figurés du sang des patients

S’agissant d’une étude rétrospective, les échantillons biologiques analysés ont été recueilli dans
le cadre du soin courant pour le bilan diagnostique des troubles cognitifs. Les patients inclus
dans ce travail ont tous signé un consentement pour la conservation et 1’utilisation de leurs
reliquats biologiques a des fins de recherche lors de ce bilan (autorisation numéro

DC2008-304).

Les recherches de variants pathogénes dans les génes C9ORF72 et GRN ont également été
réalisés au laboratoire dans le cadre du soin courant. Le statut génétique des patients est ainsi

précisé dans les résultats présentés.

Le diagnostic des patients atteints de DLFT et de MA inclus dans 1’étude a été réalisé selon les
recommandations en vigueur et validé au cours de Réunion de Concertation Pluridisciplinaire
(RCP MAGICC — HCL) par les neurologues et les biologistes experts du centre mémoire
ressource recherche (CMRR) de Lyon (19,25,26).

Prélevements de LCS

Le LCS des patients a été recueilli par ponction lombaire dans un tube en polypropylene
standardisé (Sarstedt, Allemagne). Les prélévements regus dans le service de biologie
moléculaire (UF « pathologies neurodégénératives » ; Docteur Isabelle Quadrio) ont alors été
centrifugés a 2000 G pendant 10 minutes, aliquotés et congelés a une température de - 80°C

jusqu’a analyse selon les recommandations internationales (479).

La caractérisation qualitative de la TDP-43 a été effectuée sur des échantillons natifs ou apres
pré-traitement, consistant a une concentration par précipitation a 1’acétone pendant une nuit a
une température de 4°C et/ou a une déplétion en albumine et en Ig G a 1’aide d’un kit

Albumin/IgG removal (Thermo Fisher, USA), selon le protocole établi par le fabricant.
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Prélevements plasmatiques et plaquettaires

Le sang des sujets a ¢été recueilli dans des tubes EDTA, puis centrifugé a 200 G pendant
15 minutes. Le plasma riche en plaquette ainsi obtenu a été transféré dans un nouveau tube,

puis centrifugé a 2000 G pendant 15 minutes.

Le plasma pauvre en plaquettes généré a alors été aliquoté et conservé a — 80°C. Avant analyse,
la concentration totale des protéines plasmatiques a ét€ mesurée par un automate Alinity
(Abbott, USA), puis les plasmas ont ét¢ dilués dans du NaCl pour obtenir une concentration en
protéine totale harmonisée égale a 1 g/L.. Certains plasmas ont été déplétés en albumine et en
Ig G a I’aide d’un kit Albumin/IgG removal (Thermo Fisher, USA) et/ou concentrés par une

précipitation a I’acétone pendant une nuit a une température de 4°C.

Le culot du plasma riche en plaquettes a été suspendu dans 4 mL d’une solution tampon « 1 »,
de pH ¢égal a 7,35 et contenant 50 mmol/L de Tris, 150 mmol/L. de NaCl et 2,7 mmol/L
d’EDTA.

Apres une nouvelle centrifugation a 2000 G pendant 15 minutes, le culot a été repris par 4 mL
de la méme solution tampon 1, pour permettre la numération des plaquettes, effectuée sur un

automate XN-2000 (Sysmex, Japon).

Cette numération plaquettaire a été suivie d’une nouvelle centrifugation des tubes a 2000 G
pendant 15 minutes. Le culot plaquettaire obtenu a alors été repris par une solution
tampon « 2 », de pH identique a la solution 1 mais qui ne contenait pas d’EDTA. Le volume de
reprise dépendait ici de la concentration en plaquettes de 1I’échantillon, car le but était d’obtenir

une concentration finale standardisée de 200 G/L de plaquettes.

Enfin, les plaquettes ont été lysées par I’ajout d’un volume 40 fois inférieur au volume de
tampon 2 de triton X-100 préalablement dilué au 1/5 dans de I’eau distillée, associé au
chauffage des échantillons a une température de 37°C pendant 15 minutes. Les lysats

plaquettaires ont alors été aliquotés puis congelés jusqu’a analyse.
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1.1.2 Techniques employées

° Western blot

Le protocole des expériences réalisées étant semblable a celui développé dans la premiére partie

de cette these, seuls les nouveautés ou les points clefs seront décrits ici.

Dans cette étude, les solutions d’albumine a 0,4 g/L, d’immunoglobuline a 0,5 g/L, de TDP-43
recombinante, ainsi que les échantillons de LCS, de plasma et de plaquettes ont été dilués au
1/2 dans du tampon de migration Laemmli 2X. Les cultures cellulaires ont été dilués au 1/50
respectivement dans le méme tampon. Les préparations ont alors été dénaturées a une

température de 95°C pendant 5 minutes.

Un volume de 10 pL d’échantillons dénaturés a été déposé dans les puits de gels « NuPAGE »
(Thermo Fisher ,USA) présentant un gradient de polyacrylamide de 4 % a 12 %.

Ensuite, les anticorps primaires ont été dilués dans une solution de PBST, et I’incubation avec
les membranes a été réalisée a la température de 4°C pendant une nuit. Plusieurs dilutions ayant
¢été testées pour chaque anticorps primaires, celles-ci sont précisées dans les résultats. Nous
avons utilisés des anticorps commerciaux les plus fréquemment cités dans la littérature pour
comparer les résultats obtenus avec les nouveaux anticorps anti-TDP-43 synthétisés dans la
premicre partie de ce travail (158). Le tableau XVII récapitule les anticorps utilisés et la
figure 44 permet de représenter les interactions potentielles entre la protéine et les différents

anticorps testés.

Enfin, une incubation de la membrane sous agitation douce de 30 minutes a été effectuée, avec
un anticorps anti-IgG de lapin « Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins HRP » (Dako,
USA) dilué au 1/2000 dans du PBST, ou un anticorps anti-IgG de souris « Peroxidase
AftiniPure Goat Anti-Mouse IgG » (Jackson Immunoresearch, USA) dilu¢ au 1/10 000 dans du
PBST.
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Epitope

Fabricant du peptide SISl Clonalité

recombinant BULSBLLE

Proteintech 10782-2-AP N-ter + 203-209

nc Lapin Polyclonal
12892-1-AP 288-414
Roboscreen 2G10 201220
21B2
7891 nc Souris Monoclonal
19C9
35G7 258-271
11C10
1E6 400-412 409/410 Souris Monoclonal
2F11

Tableau XVII : Récapitulatif des anticorps primaires utilisés dans cette étude. La police violette correspond aux
anticorps anti-p-TDP-43. Abréviation : nc : non concerné.

P 10782-2-AP R . 12892-1-AP
21B2 2G10
19C9 = 35G7
- >
SLN SEN
N I I VR T
ARl 8298 106 165 191 239250 262 274 a4
-—
11C10
2F11
1E6

Figure 44 : Interactions théoriques des anticorps avec la TDP-43. La police violette correspond aux anticorps
anti-p-TDP-43. Abréviations : AA : acide aminé ; C : extrémité carboxy terminale ; MRA : motifs de
reconnaissance des acides nucléiques ; N : extrémité amino terminale ; RR-G : région riche en glycine ; SEN :
signal d’exportation nucléaire ; SLN : signal de localisation nucléaire.
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. Technique Simple Western (Peggy sue ; ProteinSimple, USA)

La technologie Simple Western (automate Peggy Sue ; ProteinSimple, USA) disponible dans
I’UF « pathologies neurodégénératives » des HCL, propose une électrophorese et une détection
automatiques des protéines, réalisées en microcapillaires. Il permet ainsi un gain de temps et
une amélioration théorique de la variabilité¢ des résultats. De plus, la miniaturisation de la

réaction permet de consommer de trés petits volumes d’échantillons et d’anticorps.

La réalisation des analyses effectuées sur cet automate dans le cadre de cette thése peut étre

décomposée en trois étapes :

Dans une premicre étape de préparation, les échantillons (natifs ou traités) ont été¢ dilués au 4/5
dans une solution de « master mix » fournie par le fabricant. Il a également été réalisé la
reconstitution de marqueurs fluorescents, témoins du bon déroulé de I’¢lectrophoréese, ainsi que
de la «ladder », constituée de poids moléculaires chimiluminescents permettant d’évaluer la
masse molaire des différentes protéines mises en évidence. Dans cette étude, la ladder
permettait d’analyser des protéines dont la masse molaire était comprise entre 12 et 230 kDa
(figure 45). Ces opérations se sont suivies d’une dénaturation des échantillons et de la ladder a

une température de 95°C durant 5 minutes.

Ldr12 Ldr 40 Ldr 66 Ldr 116 Ldr 180 Ldr 230

MW (kDa)

Figure 45 : La « ladder » était composée de protéines de poids moléculaire égal a 12, 40, 66, 118, 180 et 230 kDa.
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En parall¢le, les anticorps primaires anti-TDP-43 ont été dilués dans une solution fournie par le
fabricant. Il s’agissait des mémes anticorps que ceux utilisés dans les analyses en WB (tableau
XVII). Les dilutions réalisées sont précisées dans les résultats. Finalement, une solution de
révélation a été préparée par un mélange équimolaire de luminol et de peroxyde. Les anticorps
secondaires couplés a la HRP fournis par le fabricant étaient préts a I’emploi et dirigés contre
les especes lapin ou souris, en fonction de 1’anticorps primaire choisi. Deux préparations
gélifiées pour la migration en capillaires étaient également prétes a I’emploi. La matrice de
« stacking » est utilisée par I’automate au début du cycle pour permettre a toutes les protéines

d’initier leur migration a partir d’'un méme niveau.

Une fois I’étape de préparation terminée, les échantillons et les différents réactifs ont été
déposés dans une plaque de 384 micropuits, en respectant certaines recommandations
(figure 46). En effet, la solution de révélation doit étre placée au moins a deux lignes des
anticorps secondaires couplés a la peroxydase, pour éviter toute contamination, et les puits
entourant les matrices de séparation et de stacking doivent étre remplis avec de I’eau, pour
¢viter la déshydratation de celles-ci. Apres les dépdts, la plaque a été centrifugée a 1000 G

durant 5 minutes, pour chasser les bulles d’air éventuellement présentes.

" e QX 3 ML | Ladder (puits A1) et échantillons (puits A2 & A12)

20 ML Solution pour la dilution des anticorps

! 15 UL Anticorps primaires dilués

' - " 15 UL Anticorps secondaires préts & 'emploi

230xDa :E'E Matrix
o Stacking Matrix

15 uL Mélange équimolaire luminol /peroxyde

Figure 46 : Exemple type d’un plan de plaque pour une analyse par Simple western. Ici, il sera réalisé un cycle d’analyse,
c'est-a-dire 1I’étude d’une ladder et de onze échantillons.

La derniere phase de I’analyse, de 1’¢électrophorese jusqu’a la révélation par chimiluminescence,
est entierement automatisée, apres le chargement par 1’opérateur dans 1’automate de la plaque,
du tampon de lavage et des tampons « Upper Running » et « Lower Running ». Elle débute par
le remplissage des capillaires par les matrices de stacking et de séparation. Ensuite, chaque
¢chantillon est injecté dans un capillaire différent. L’application d’un courant électrique permet
la migration des protéines selon leur masse molaire. Une séparation par la charge électrique est

aussi possible, mais n’a pas été réalisée dans le cadre de cette étude.
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A la fin de la migration, 1’activation des capillaires par un rayonnement ultra-violet aboutit a la
fixation des protéines sur la surface interne des capillaires. Les matrices de stacking et de
révélation sont alors éliminées, et 1’incubation avec ’anticorps primaire est réalisée. L’analyse
se poursuit par des lavages et I’ajout de I’anticorps secondaire, puis par I’intégration du mélange
compos¢ de luminol et de peroxyde (figure 47). Des mesures de chimiluminescence par
I’automate sont alors réalisées, entre 4 et 512 secondes apres 1’ajout de cette derniére solution.

Les temps d’exposition sont précisés dans les résultats.

Remplissage Injection de Séparation Immobilisation Immunomarquage

du capillaire I’échantillon des protéines des protéines des protéines d’intérét

par les matrices dans le capillaire par leur MM par UV par un anticorps spécifique
R
Stacking &b%i‘;
] MM
haute
Séparation W@ m m
PEPTTTTT S PR S FEFTTTIT S PETTLLLL
MM © @ © ¢ Anticorps secondaire-HRP
faible

A A AL Anticorps primaire

YY¥YY

o0 00

Figure 47 : Fonctionnement de ’automate Peggy Sue. Abréviations : MM : masse moléculaire ; UV : rayons ultra-violets.

Les données ont par la suite été interprétées grace au logiciel « Compass for Simple Western »
(version 3.1.7). Son interface permet de visualiser la taille des protéines d’intérét, sous forme

d’¢électrophorégramme ou de WB reconstitué numériquement (figure 48).
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Figure 48 : Deux visualisations des résultats sont fournies par le logiciel « Compass for simple Western ».
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1.2. Résultats

Le tableau XVIII synthétise les profils protéiques de la TDP-43 et de la p-TDP-43 obtenus pour

tous les anticorps et dans toutes les matrices. Ces résultats sont détaillés et illustrés par la suite.

WB PS WB PS WB PS WB PS

10782-2-AP | BP: BP: BP: BP: BP: BP: BP: BP:
(Proteintech) | - 45 kDa - 54 kDa -50kDa* -62kDa* | -52kDa* -60kDa* | -45kDa - 52 kDa
-25kDa
%
N-ter BS: BS: # BS: BS: BS: BS:
-35kDa - 44 kDa BS: -35kDa# | -25kDa* -35kDa* - 44 kDa
- 60 kDa *
2G10 BP: BP: BP: BP: BP: BP: BP: BP:
- 45 kDa - 54 kDa - 60 kDa 62 kDa * - 70 kDa - 80 kDa - 45 kDa - 54 kDa
central - 50 kDa * -55kDa* -62kDa*
(201-220) -25kDa * -28kDa* -35kDa*
BS: BS: BS: BS:
-35kDa - 44 kDa 32 kDa * - 44 kDa
19 C9 BP: BP: BP: BP: BP: NR BP: BP:
- 45 kDa - 54 kDa - 60 kDa -63kDa* | -70kDa * - 45 kDa - 52 kDa
N-ter -50 kDa * -52 kDa *
%
(78-91) BS: BS : BS: -28kDa
- 38 kDa - 46 kDa - 70 kDa
-32kDa *
21B2 BP: BP: BP: BP: BP: NR BP: BP:
- 45 kDa - 54 kDa - 60 kDa -58kDa* | -70kDa * - 45 kDa - 54 kDa
N-ter -50kDa * - 52 kDa *
(78-91) - 48 kDa
BS: -32kDa *
-70 kDa
-31kDa*
1E6 Absence Absence BP: BP: BP: BP: BP: BP:
-50kDa* -62kDa* | -70kDa -63kDa* | -45kDa - 52 kDa
C-ter -52kDa* -56kDa
(400-412) -40 kDa #
phospho -32kDa#
BS: BS: -28kDa* BS:
- 60 kDa -32kDa * -32kDa *
11C10 Absence Absence BP: BP: BP: BP: BP: BP:
-50kDa* -63kDa* | -70kDa -63kDa* | -45kDa - 52 kDa
C-ter -52kDa* -56kDa
(400-412) BS: -40 kDa #
phospho - 60 kDa -32kDa# -32kDa*
-28 kDa *
2F11 Absence Absence BP: BP: BP: BP: BP: BP:
-50kDa* -62kDa* | -70kDa -64kDa* | -45kDa - 52 kDa
C-ter - 58 kDa -52kDa* -32kDa*
(400-412) -32kDa#
phospho BS: BS: -28 kDa *
- 60 kDa -36kDa *

Tableau XVIII : Profils protéiques de la TDP-43 et de la p-TDP-43. La police violette concerne la mise en évidence de la
TDP-43 phosphorylée Abréviations : # bandes révélées aprés précipitation des échantillons ; * bandes communes avec les
Ig G ; Absence : aucune bande détectée ; BP : bande(s) principale(s) ; BS : bande(s) secondaire(s) ; NR : non réalisé.
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) Cultures cellulaires

Par technique WB, I’anticorps 10782-2-AP dilué au 1/2000 a permis de mettre en évidence une
bande de 45 kDa de forte intensité, associée a des bandes de plus faible intensité situées entre
30 et 40 kDa, dans les deux cultures cellulaires HEK 293T et SH-SYSY dilués au 1/50. A
dilution égale, les bandes obtenues avec ces dernieres €taient moins intenses qu’avec la
premicre lignée de cellules. Par la technique Simple Western, le méme anticorps dilué au 1/50
a permis d’obtenir un profil similaire avec ces mémes extraits cellulaires. Cependant, une
différence d’environ 10 kDa entre les bandes obtenues par les deux techniques a été mise en
¢vidence. En effet, avec I’automate, la bande principale était a 54 kDa et les bandes secondaires

¢taient détectée a environ 44 kDa (figure 49 A).

Cette variation de masse apparente de la TDP-43 observée en cas de recours a la technique
Simple Western a par la suite été confirmée avec deux autre anticorps anti-TDP-43 totale,
toujours dilués au 1/50 et qui présentait un épitope différent de I’anticorps de référence 10782-

2-AP. L’anticorps 2G10 était en outre issu d’une autre espéce animale (figure 49 B et C).

— — e
10782-2-AP B. 12892-1-AP C. 2G10
& 4 & 4
0@ & \9@ &
wa & & wa ¢ &
66 66
B — 54 kDa . — 54 kDa
— 44 kDa —44 kDa
40 - 40 .
Temps d’exposition: Temps d'exposition: Temps d’exposition: Temps d’exposition :
15 secondes 4 secondes 4 secondes 4 secondes

Figure 49 : Comparaison des profils de la TDP-43 des cellules SH SY5Y et HEK193T obtenus (A) en WB et en Simple
Western avec ’anticorps polyclonal de lapin 10782-2-AP a épitope amino-terminal et (B et C) en Simple Western avec
I’anticorps polyclonal de lapin 12892-1-AP a épitope carboxy-terminal et 1’anticorps monoclonal de souris 2G10 a épitope
central.
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L’utilisation de I’anticorps 19C9 a permis de retrouver des profils de la TDP-43 identiques a
ceux mis en évidence par les anticorps 10782-2-AP, 12892-1-AP et 2G10. En revanche, pour
I’analyse réalisée en WB, il a été nécessaire de ne diluer les échantillons qu’au 1/10, et
d’exposer le film photographique au contact de la membrane pendant un temps plus long
comparé aux autres anticorps testés. L’anticorps 21B2 dilué¢ au 1/2000 en Western Blot, a
permis de révéler une bande de 45 kDa pour les deux types cellulaires dilués au 1/50 et pour un

temps d’exposition de 20 secondes (figure 50).
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Figure 50 : Profils en WB de la TDP-43 des cellules SH SY5Y et HEK193T obtenus avec les anticorps 21B2 et 19C9 dilués
au 1/2000, comparé au profil protéique obtenu avec I’anticorps de référence 10782-2-AP a la méme dilution.

Concernant le 35G7, quelle que soit sa dilution (1/5000, 1/10 000, 1/20 000), la nature de la
solution saturante (PBS-lait 5% ou PBS-BSA 3%) ou la durée d’exposition, le film est apparu
intégralement noir, comme lors de la caractérisation des anticorps sur fractions cérébrales.
Avec les trois anticorps anti-p-TDP-43 409/410 synthétisés précédemment et testés ici a
différentes dilutions (1/1000, 1/5000, 1/10 000), il n’a pas été possible non plus de détecter les
cultures cellulaires, elles-mémes préparées a différentes dilutions (1/5, 1/10, 1/50). Cependant,
contrairement aux essais menés avec 1’anticorps 35G7, les films obtenus €taient transparents et
le marqueur de taille est apparu normalement.
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) LCS

L’analyse qualitative par technique WB de la TDP-43 dans le LCS de patients atteints de
DLFT-TDP a permis d’obtenir des profils différents suivant les anticorps utilisés. Cependant,

quel que soit I’anticorps, aucune bande commune n’a été retrouvée avec les cultures cellulaires.

Avec I’anticorps 10782-2-AP dilué au 1/2000, il a été observé pour les LCS natifs un profil a
une bande intense de 50 kDa, associée a une bande de 60 kDa de plus faible intensité. Ces deux
bandes étaient plus fortes en cas de précipitation préalable des échantillons. Ce traitement
préanalytique a aussi permis de mettre en évidence une bande de 25 kDa et de faibles bandes

situées entre 70 et 80 kDa (figure 51 A).

Aucune différence n’a été observée entre les sujets. En revanche, 1’étude d’une solution d’Ig G
de concentration égale a 0,5 g/L a révélée des bandes d’environ 25 et 50 kDa communes avec
les échantillons de LCS. Aucune bande n’a été mise en évidence par cet anticorps en travaillant

avec une solution d’albumine de concentration égale a 0,4 g/ (Figure 51 B).
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Figure 51 : Profils obtenus en WB pour la TDP-43 issue du LCS en utilisant I’anticorps 10782-2-AP dilué au
1/2000 aprés une exposition de 2 minutes (A) comparé a une culture cellulaire et (B) comparé entre des patients
atteints de DLFT-TDP et de DLFT-Tau ou de MA, ainsi qu’a une solution d’albumine a 0,4 g/L ou d’IgG a
0,5 g/L.
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L’analyse par technique Simple Western de la protéine TDP-43 dans le LCS de patients atteints
de DLFT-TDP et de DLFT-Tau, avec I’anticorps 10782-2-AP dilu¢ au 1/50, a permis de mettre
en évidence une bande majoritaire de 62 kDa chez tous les individus. La précipitation des
¢chantillons de LCS a I’acétone a parfois fait apparaitre une bande d’environ 35 kDa d’intensité
modérée. Comme pour 1’analyse réalisée par la technique du WB, il n’y avait aucune bande
commune entre les échantillons et les cultures cellulaires. En revanche, les profils obtenus
¢taient superposables a ceux observés par 1’analyse d’une solution d’Ig G de concentration
¢gale a 0,5 g/L. Par ailleurs, une fois déplétés de ces Ig G, les échantillons de LCS ne

présentaient plus aucun signal (figure 52).
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Figure 52 : Profils obtenus par Simple Western pour la TDP-43 avec une exposition de 4 secondes en utilisant
I’anticorps 10782-2-AP dilué au 1/50, en travaillant a partir du LCS d’un patient atteints de DLFT-TDP natif,
concentré, ou déplété en albumine et en Ig G et comparé a une culture cellulaire, & un patients souffrant de
DLFT-Tau, ainsi qu’a une solution d’Ig G 4 0,5 g/L.

En utilisant les anticorps 21B2, 19C9 et 2G10 ou I'un des trois anticorps
anti-p-TDP-43 409/410 synthétisés dans la premiere partie des travaux, I’analyse de la TDP-43
dans des échantillons de LCS, réalisée par WB ou par Simple Western a permis de mettre en
¢vidence des profils similaires a ceux obtenus par 1’utilisation de 1’anticorps de référence
10782-2-AP. En effet, deux bandes principales de 50 et 60 kDa ont été révélées, associées a

une bande de 25 kDa uniquement en cas d’utilisation de 1’anticorps 2G10 (figure 53).
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Avec ces six anticorps, les bandes révélées dans les échantillons étaient identiques entre tous
les patients et présentaient également des masses moléculaires apparentes similaires aux bandes

obtenues en travaillant avec une solution d’Ig G de concentration égale a 0,5 g/L.
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Figure 53 : Détection de la TDP-43 dans le LCS de patients atteints de DLFT-TDP ou de DLFT-Tau (A) par WB avec les
anticorps 21B2 (1/2000 ; exposition 1 minute), 19C9 (1/2000 ; exposition 5 minutes) et 2G10 (1/5000 ; exposition 2 minutes)
et (B-D) par Simple western avec ces mémes anticorps et les anticorps 1E6, 2F11 ou 11C10, tous dilués au 1/50 et pour un
temps d’exposition de 4 secondes.
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Concernant le 35G7, quelle que soit sa dilution (1/5000, 1/10 000, 1/20 000) et la nature de la
solution saturante (PBS-lait 5% ou PBS-BSA 3%) utilisée, et malgré I’application d’une durée
d’exposition de quelques secondes uniquement, les films sont apparus intégralement noir avec

cette matrice.

° Plasma

Les travaux de caractérisation de la TDP-43 dans les fluides biologiques se sont poursuivis par
I’analyse des profils de la TDP-43 issue de plasmas normalisés a une concentration de 1pug/pL,

issus de patients atteints de DLFT-TDP, de DLFT-Tau ou de MA.

Dans un premier temps, 1’anticorps 10782-2-AP dilué¢ au 1/2000 en WB et au 1/50 en Simple
Western a été utilisé. La concordance des résultats entre les deux techniques et le décalage de
10 kDa des bandes en faveur de I’automate se sont confirmées pour cette matrice (figure 54).

D’autre part, comme avec les échantillons de LCS, les profils de la TDP-43 plasmatique étaient
identiques entre les patients, et aucune bande située vers 45 kDa en WB (ou 55 kDa par Simple
Western) n’a été mise en évidence, que le plasma soit dilué ou précipité par 1’acétone. Ce
traitement préanalytique a simplement eu pour effet de renforcer I’intensité des bandes. Par
ailleurs, les profils de la TDP-43 plasmatique étaient similaires a celui observé pour une

solution d’Ig G a 0,5 g/L (figure 54).
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Figure 54 : Profils de la TDP-43 plasmatique révélés par I’anticorps 10782-2-AP chez des patients atteints de DLFT-TDP, de
DLFT-Tau ou de MA, comparé aux profils d’une culture cellulaire SH SYSY et d’une solution d’Ig G de concentration égale
20,5 g/L (A) en WB et (B) par Simple Western.
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Ensuite, des analyses similaires par technique WB et par 1’automate Peggy Sue ont été réalisées

avec les anticorps anti-TDP-43 produit au sein de la société Roboscreen.

Avec les anticorps 2G10 et 19C9, les profils étaient proches de ceux déterminés en travaillant
avec I’anticorps de référence 10782-2-AP, pour les échantillons de patients comme pour la
solution d’Ig G. Cependant une bande supplémentaire d’environ 70 kDa en WB (et 80 kDa par
Simple Western) a également été révélée avec ces deux nouveaux anticorps (figure 55 et figure

56 A).
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Figure 55 : Profils de la TDP-43 plasmatique révélés par 1’anticorps 2G10 chez des patients atteints de DLFT-TDP, de
DLFT-Tau ou de MA, comparé au profil d’une solution d’Ig G de concentration égale a 0,5 g/L (A) par Simple Western
(anticorps dilué au 1/50 ; exposition de 4 secondes) et (B) en WB (anticorps dilué au 1/5000 ; exposition de 2 minutes).

Les profils de la TPD-43 plasmatique obtenus avec 1’anticorps 21B2 étaient 1égérement
différents de ceux obtenus avec les autres nouveaux anticorps anti-TDP-43 totale. En effet, si
les bandes d’environ 52 kDa et 70 kDa ont été retrouvées, la bande de plus petit poids
moléculaire est apparue a 32 kDa au lieu de 28 kDa et une bande supplémentaire de 48 kDa a
été révélée. Cette derniére n’était pas retrouvée dans le profil d’une solution d’Ig G de
concentration égale a 0,5 g/L. Cependant, aucune différence n’a pu étre mise en évidence entre

les patients (figure 56 B).
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Figure 56 : Profils de la TDP-43 plasmatique (A) révélés par I’anticorps 19C9 (dilution au 1/2000 ; exposition de 10 minutes)
chez des patients atteints de DLFT-TDP ou de DLFT-Tau et (B) révélés par I’anticorps 21B2 (dilution au 1/2000 ; exposition
de 2 minutes) chez les mémes patients et comparé au profil d’une solution d’Ig G de concentration égale a 0,5 g/L.

Les travaux réalisés avec les anticorps 1E6 et 11C10 ont permis d’obtenir des profils par
technique WB et par I’automate Peggy Sue semblables aux profils protéiques révélés par les
anticorps 2G10 et 19C9 (figure 57 A). En utilisant I’anticorps 2F11, les profils étaient plutot
similaires a ceux révélés par I’anticorps de référence 10782-2-AP (figure 57 B). Dans tous les

cas, aucune différence entre les patients n’a été mise en évidence.
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Figure 57 : Profils de la p-TDP-43 409/410 dans des plasmas dilués de patients atteints de DLFT-TDP, de DLFT-Tau ou de
MA (A) révélés par WB avec 1’anticorps 11C10 (dilution au 1/10 000 ; exposition de 2 minutes) et (B) obtenus par I’automate
Peggy Sue avec 1’anticorps 2F11 (dilution au 1/50 ; exposition de 4 secondes).
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Apres la précipitation des échantillons plasmatiques, les anticorps 1E6 et 11C10 ont permis de
mettre en évidence des profils présentant des bandes supplémentaires de 32 et 40 kDa, qui
n’étaient pas présentes dans les profils de la solution d’Ig G. Cependant, ce traitement

préanalytique n’a pas permis de révéler de différence entre les patients (Figure 58).
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Figure 58 : Profils de la p-TDP-43 409/410 dans des plasmas précipités de patients atteints de DLFT-TDP révélés par technique
WB en utilisant ’anticorps 1E6 (dilution au 1/10 000 ; exposition de 2 minutes), I’anticorps 11C10 (dilution au 1/10 000 ;
exposition de 5 minutes) ou I’anticorps 2F11 (dilution au 1/10 000 ; exposition de 2 minutes) en comparaison d’une solution
d’Ig G de concentration égale a4 0,5 g/L.

. Plaquettes

L’analyse des lysats plaquettaires avec I’anticorps 10782-2-AP dilué¢ au 1/2000 en WB a révélé
une bande tres intense de 45 kDa. Par Simple Western, cette bande présentait une masse

moléculaire apparente de 52 kDa avec le méme anticorps dilué au 1/50.

Avec ces deux techniques, le poids moléculaire de cette bande était identique a celui de la bande
mise en évidence dans les cultures cellulaires. En revanche, aucune différence dans les profils
qualitatifs n’a ¢été observée entre les patients atteints de DLFT-TDP et de DLFT-Tau
(figure 59).
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Figure 59 : Profils de la TDP-43 plaquettaire révélés par I’anticorps 10782-2-AP chez des patients atteints de DLFT-TDP ou
de DLFT-Tau (A) en WB aprés une exposition de 2 minutes et comparé aux profils d’une culture cellulaire SH SY5Y diluée
au 1/50 (B-C) par simple Western aprés une exposition de 4 secondes.

En analysant ces lysats plaquettaires avec les anticorps anti-TDP-43 (figure 60 A, B et C) et les
anticorps anti-p-TDP-43 (figure 60 D) produits au sein de la société Roboscreen, des résultats

similaires ont été obtenus.
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Figure 60 : Profils de la TDP-43 plaquettaire (A) révélés par I’anticorps 21B2 (dilution 1/2000 ; exposition de 2 minutes) chez
des patients atteints de DLFT-TDP ou de DLFT-Tau, comparé aux profils d’une culture cellulaire SH SYSY (B) par I’anticorps
2G10 (dilution 1/5000 ; exposition de 1 minute) (C) par ’anticorps 19C9 (dilution 1/50 ; exposition de 4 secondes) et (D) par
les anticorps anti-TDP-43 phosphorylée 1E6, 11C10 et 2F11 (dilution 1/50 ; exposition de 4 secondes).
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1.3. Discussion

L’objectif principal de cette partie des travaux expérimentaux ¢tait d’analyser les profils
qualitatifs de la TDP-43 dans des fluides biologiques accessibles du vivant des patients avec les
nouveaux anticorps produits. Pour cela, il a été utilisé la technique du Western Blot (WB) ainsi
qu’un automate Peggy Sue (ProteinSimple, USA). Bien que datant de la fin des années 1970,
le WB reste une technique de référence dans les laboratoires et la littérature. Cependant, sa
réalisation présente un certain nombre d’inconvénients. En effet, elle nécessite beaucoup
d’étapes, souvent manuelles. De plus, I’opérateur se trouve en contact avec des produits
toxiques comme 1’acrylamide qui compose les gels. Ainsi, ces derniéres années, des

technologies alternatives comme le Simple Western ont émergé.

Les résultats obtenus avec ces deux méthodes étaient comparables, quels que soient la matrice
¢tudiée et 1’anticorps de détection utilisé, validant ainsi D'intérét de cette technologie
automatisée et miniaturisée. Une différence d’environ 10 kDa dans les masses moléculaires
apparentes a cependant été observée entre les deux techniques. Celle-ci pourrait s’expliquer
notamment par le fait que la séparation des protéines est différente entre les deux méthodes. En
effet, les gels et les tampons de dilution ou de migration n’étant pas les mémes, ils peuvent alors
influer diversement sur la conformation de ces protéines (480,481). De telles différences de
résolution sont spécifiées par le fabricant de 1I’automate, qui précise que des variations allant

jusqu’a 20 % dans les masses attendues sont possibles.

La démonstration de I'intérét de la technique automatisée Simple Western pour I’étude des
profils qualitatifs de la TDP-43 dans plusieurs matrices biologiques humaines a fait I’objet

d’une publication internationale (annexe 1).

Les profils de la TDP-43 ont été déterminés a I’aide des anticorps synthétisés dans la premicre
partie de la thése, et comparés aux profils obtenus en travaillant avec 1’anticorps 10782-2-AP
(Proteintech, USA), qui est une référence dans la littérature (80,128,171). Cet anticorps est
dirigé contre une séquence N-terminale de la protéine et détecte donc sa forme totale. Ainsi,
dans les lysats de cultures cellulaires sécrétant naturellement la TDP-43, une bande majoritaire
de 45 kDa par technique WB et de 54 kDa par la technique Simple Western ont été mises en
évidence avec cet anticorps. Ce résultat était compatible avec les données de la littérature

(121,482).
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Un profil similaire a logiquement été retrouvé avec les anticorps 21B2, 19C9 et 2G10, ciblant
¢galement la forme totale de la TDP-43. Dans ces lysats cellulaires, les anticorps 1E6, 11C10
et 2F11, développés spécifiquement pour détecter une forme phosphorylée de la protéine
TDP-43 n’ont pas permis d’obtenir de profil protéique malgré des essais réalisés en utilisant
des concentrations €levées en anticorps et en lysats cellulaires. Ces résultats suggerent que ces
anticorps dirigés contre la TDP-43 phosphorylée en 409/410 sont assez spécifiques de cette

forme de la protéine.

Une fois la méthode de détection validée sur la TDP-43 issue de cultures cellulaires, nous avons
¢tudié la TDP-43 dans des échantillons de LCS puisqu’il s’agit d’une matrice souvent
intéressante dans un contexte de maladie neurodégénérative, du fait de sa proximité avec le
tissu cérébral et d’une composition moins complexe et moins concentrée en protéine que le
sang. Cette seconde matrice a cependant également été explorée, car elle présente des avantages
par rapport au LCS, notamment en termes de facilit¢ de prélévement, ce qui permettrait de
pouvoir utiliser un potentiel biomarqueur sanguin pour le dépistage précoce des patients et pour
le suivi dans le temps des sujets grace a la réalisation de prélevements répétés. Dans ces deux
fluides biologiques, les profils protéiques ont été comparé avec une solution d’Ig G, car ce sont

des protéines qui y sont abondantes.

Aucune bande commune avec celles des cultures cellulaires n’a pu étre mise en évidence dans
ces deux milieux, quel que soit I’anticorps utilisé. De plus, les bandes révélées étaient souvent
de mémes masses moléculaires apparentes que celles observées en travaillant a partir d’une
solution d’Ig G. Par ailleurs, aprés la déplétion des Ig G de ces matrices, plus aucune bande
n’était visible dans les échantillons. Ces résultats démontrent que le signal majoritairement
observé est non spécifique et correspond probablement a une détection des chaines légeres et
lourdes des immunoglobulines. Le fait que 1’anticorps de référence manque de spécificité

vis-a-vis de la TDP-43 est en accord avec la littérature (355,358,359).

Les nouveaux anticorps produits dans ces travaux de thése ne semblent cependant pas corriger
ce défaut. Dans les échantillons plasmatiques, une bande de 40 kDa mise en évidence par
I’anticorps 21B2, et une bande de 48 kDa mises en évidence par les anticorps 1E6 et 11C10,
ont cependant semblé plus spécifiques. Ces bandes étaient malheureusement présentes chez
tous les patients, indépendamment de leur diagnostic. Elles pourraient donc correspondre a des

isoformes de la TDP-43 non pathologiques.
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Pour tenter d’expliquer 1’absence de résultat probant dans le LCS, on peut s’interroger sur
I’origine de la TDP-43 retrouvée dans ce fluide biologique. En effet, il a été observé dans une
¢tude qu’en WB il était nécessaire de déposer 200 fois moins de sérum que de LCS pour obtenir
une intensité de bande similaire entre les deux matrices. Or, ce ratio est cohérent avec celui des
protéines pouvant passer du sang au LCS. De plus, dans cette étude 1’analyse structurelle de la
TDP-43 associée a sa taille ont également permis d’estimer que le rayon hydrodynamique de la
protéine lui permettait un tel passage. Apres estimation de I’état de la BHE chez les patients
¢tudiés, les auteurs ont alors conclu que la protéine présente dans le LCS serait plutdt d’origine
périphérique (355). Cette altération de I'intégrit¢ de la BHE et de la BHM dans les maladies
neurodégénératives a par ailleurs été décrite dans d’autres publications, ce qui peut faciliter le
passage d’éléments entre les deux fluides biologiques (483). La libération de la TDP-43 dans
le LCS lors de la lyse neuronale ou par des systemes d’excrétion a également été décrite dans
la littérature (223). Ce phénomene pourrait alors étre masqué par la présence importante de
protéine d’origine périphérique, rendant trés complexe 1’identification spécifique de la protéine

d’origine cérébrale.

Finalement, les résultats les plus intéressants ont été obtenus a partir de 1’analyse des
¢chantillons de lysats plaquettaires. Les profils qualitatifs obtenus par technique WB aussi bien
que par la technique Simple Western étaient similaires a ceux de la TDP-43 issue des cultures
cellulaires que 1’on peut considérer comme des contrdles positifs. Il s’agit d’un milieu
relativement simple a obtenir, puisque ces cellules peuvent étre facilement isolées du sang total
et ne sont pas particuliecrement exigeantes en termes de conservation (484). De fagon
intéressante, elles présentent également des similitudes de fonctionnement et de composition
protéique avec les neurones (380,381). Ces résultats ont été obtenus pour I’ensemble des
anticorps utilisés, sans aucun signal parasite di aux immunoglobulines. Aucune différence de
profil en lien avec le diagnostic n’a toutefois été mise en évidence avec les premiers patients
testés. Nous avons alors poursuivi notre étude de la TDP-43 plaquettaire totale et phosphorylée
en position 409 et 410 par une analyse semi-quantitative des données obtenues avec plus de

patients.
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2.  Approche semi-quantitative

2.1. Matériels et méthodes

2.1.1 Echantillons

° Protéine TDP43 recombinante

La protéine recombinante « Agl231 » (Proteintech, USA) utilisée était composée de la
séquence en acides aminés 1 a 260 de la TDP-43, correspondant a son extrémité
amino-terminale, associée a un marqueur « Gluthation-S-transférase ». Son poids moléculaire
¢tait de 56 kDa. Diverses dilutions de cette protéine ont été réalisées dans du NaCl, afin
d’obtenir une gamme de concentration comprise entre 0,2 et 20 pg/mL, a partir d’une solution

mere de concentration égale a 0,5 mg/mL.

° Patients

Dans une premiere partie des travaux, la TDP-43 a été étudiée dans les échantillons
plaquettaires de neufs patients atteints de DLFT. Leur diagnostic a été réalisé¢ selon les
modalités décrites dans le paragraphe « Matériels et Méthodes » de la caractérisation qualitative
de la TDP-43. Ces patients présentaient tous une histoire familiale de DLFT ou de
SLA. Cependant, aucun variant pathologique associ¢ au DLFT n’a été mis en évidence.

Ensuite, une cohorte plus importante a été constituée et comportait des patients atteints de
DLFT-TDP ou de SLA. Le diagnostic des premiers a ét¢ réalisé toujours selon les mémes
modalités. Seuls des patients présentant un variant pathologique impliqué dans les DLFT-TDP
ont été sélectionnés. Ainsi, parmi ces dix-sept sujets, neuf présentaient une mutation dans les
genes C9ORF72 et sept une mutation dans le géne GRN. Le dernier patient était porteur d’une
mutation dans le géne TARDBP. Le diagnostic des six patients atteints de SLA a été réalisé par
un examen clinique, associé a I’imagerie médicale et a une analyse biologique en accord avec
les critéres d’El Escorial (47). Parmi ces individus, deux étaient porteurs d’une mutation dans

le géne C9ORF72.
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Quatorze sujets présymptomatiques (pré-S) et douze controles sains (CTS) ont également été
ajoutés dans la cohorte de la seconde partie des travaux. Les CTS présentaient au moins un
membre de leur famille souffrant d’'une DLFT ou d’une SLA de type génétique. Cependant,
n’étant pas eux-mémes porteurs d’une telle mutation, la probabilité qu’ils développent une de
ces maladies était théoriquement identique a celle de la population générale. Les prélévements
biologiques de ces deux groupes d’individus ont été recueillis dans le cadre du diagnostic
génétique présymptomatique selon les recommandations établies pour la prise en charge des

personnes a risque de maladie de Huntington (485).

La cohorte a été constituée de facon a ce qu’il n’y ait pas de différence significative entre les

groupes, concernant le sexe des sujets. Leurs données épidémiologiques sont résumées dans le

tableau XIX.

DLFT-TDP

(= ))
Sexe 2/4 7/10 6/8 6/6 0,9207
(homme/femme)
Age médian au 59,5 63 40,5 52,5 0,003722
prélevement
(années)
Interquartiles 52-65 61-65,5 34-56 47-61,5

Tableau XIX : Données épidémiologiques des patients constituant la cohorte pour 1’étude de I’intérét de la mesure
semi-quantitative de la TDP-43 par technique Simple Western. Abréviation : CTS : contrdles sains non mutés ;
Pré-S : sujets présymptomatiques porteurs de mutations impliquées dans les DLFT.

2.1.2 Méthode Simple Western semi-quantitative

Cette ¢tude a été réalisée sur I’automate Peggy Sue. En effet, une évaluation semi-quantitative
des protéines détectées est également possible du fait de la représentation des résultats sous la
forme d’¢électrophorégramme. Des données chiffrées d’aires et de hauteurs de pic sont alors

disponibles via I’interface du logiciel « Compass for Simple Western » (figure 61).
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Figure 61 : Données semi-quantitatives fournies par I’automate Peggy Sue. A la fin de I’analyse, 1’utilisateur
dispose de I’aire et de la hauteur de chaque pic.

Pour [I’évaluation initiale des performances semi-quantitatives de la technologie
Simple Western, I’anticorps 10782-2-AP (Proteintech, USA) dilué au 1/50 a été utilis¢, car lors
de la réalisation de ces travaux les nouveaux anticorps développés chez Roboscreen n’étaient
pas encore disponibles. Dans un premier temps, les limites de détection (LDD) et de
quantification (LDQ) ont été calculées a partir de la mesure de six prélévements contenant
uniquement le tampon de dilution des réactifs, par les formules LDD = (signal moyen de
hauteur ou d’aire) + 3 x (coefficient de variation) et LDQ = (signal moyen de hauteur ou d’aire)
+ 10 x (coefficient de variation). Puis, la linéarit¢ des signaux obtenus pour différentes
concentrations de TDP-43 recombinante (Proteintech, USA) a été étudiée par une régression
linéaire et par un modéle quadratique, ce dernier étant généralement plus proche de la réalité en
biologie. Cette protéine de synthese était constituée de 1’extrémité amino-terminale de la TDP-

43 pour pouvoir étre détectée par ’anticorps.

Ensuite, les échantillons plaquettaires de neuf patients ont été analysés. Comme pour la TDP-43
recombinante, la linéarité des signaux obtenus pour différentes dilutions de ces échantillons a
¢été étudiée par une régression linéaire. Pour les échantillons non dilués, la corrélation entre les
hauteurs et les aires des pics a été déterminée par le coefficient de Person (r). La variabilité
entre les capillaires a été estimée par six passages du méme échantillon au cours de la méme

série de mesure.
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A la suite de cette premiére évaluation, les échantillons plaquettaires d’une plus grande cohorte
de patients ont été analysés. La TDP-43 et la p-TDP-43 ont été détectées en utilisant I’anticorps
10782-2-AP (Proteintech, USA) et I’anticorps 22309-1-AP (Proteintech, USA) respectivement,
toujours en raison de I’indisponibilité des nouveaux anticorps synthétisés au moment de la

réalisation de ces travaux.

Les profils obtenus avec ces deux anticorps présentant plusieurs pics, le traitement des résultats
a ¢été effectué en sommant les aires des différents pics dont le rapport signal-sur-bruit était
supérieur a 5 pour chaque échantillon et chacun des deux anticorps. Cette valeur correspond en
effet au seuil au-dela duquel le fabricant considére qu’un pic est présent (figure 62). Nous avons
ensuite exprimé les résultats sous la forme d’un rapport p-TDP-43/TDP-43 totale pour chaque

échantillon.

Chemiluminescence
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Sample Primary Cap Pesk  Mame  Position | MW (kDa) Height Area % Area e S/N
PLOFT 2 Mter P.. c1s 1 5 E-] 2374 58641 6 85
PRDFT2 iter P... Ci:5 2 623 4 45127 13527 33 174
PRDFT 2 Maer ... C1:5 3 668 52 4366756 966430 ng) 72

Figure 62 : Pour chaque pic, I’automate fournit un indicateur de I’intensité du signal par rapport au bruit de fond.
Abréviation : S/N : signal-to-noise ratio.

Enfin, la détermination quantitative des NfL a été réalis¢ a partir des échantillons plasmatiques
appariés aux échantillons plaquettaires composant cette cohorte. Pour cela, I’automate MESO
SECTOR S 600 (MSD, USA) a été utilisé. Cette technique, dans laquelle les signaux sont
détectés par électrochimiluminescence, est suffisamment sensible pour mesurer les
concentrations plasmatiques de ces protéines. Le kit « R-PLEX Human Neurofilament L
Antibody Set » (# F217X-3 ; MSD, USA) a ét¢ utilisé conformément aux préconisations du
fournisseur, a partir de 25puL d’échantillon mélangés volume a volume avec un tampon de

dilution fourni par le fabricant.
162



2.1.3 Statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées grace au logiciel MedCalc (v 15.11.4). En raison du
caractére non-gaussien des populations étudiées, le test non-paramétrique de Kruskal-Wallis
suivi du test post-hoc de Dunn ont été appliqués pour les comparaisons entre les groupes. La
différence de répartition entre les hommes et les femmes au sein des cohortes a été évaluée par
un test du Khi-deux. Dans 1’ensemble des analyses, la valeur de probabilité p (p-value) qui

correspond au degré de signification pour les probabilités, a été fixée a 0,05.

2.2. Résultats

2.2.1 Validation de la méthode pour la caractérisation semi-quantitative de la TDP-43

Sur les échantillons ne contenant que le tampon de dilution, aucun pic présentant un rapport
signal sur bruit supérieur a 5 n’était visible sur les tracés a la taille attendue pour la TDP-43. Le
faible signal malgré tout mesur¢ a la taille attendue de 52 kDa a permis de calculer une LDD
de 371 pour la hauteur des pics et de 1595 pour les aires. La LDQ a quant a elle été calculée a

930 pour la hauteur des pics et 4322 pour les aires.

L’analyse d’une dilution en cascade d’une solution de TDP-43 recombinante a mis en évidence
un pic unique a 57 kDa dont I’intensité en termes de hauteur et d’aire était corrélée a la

concentration en TDP-43 (tableau XX, figure 63).

TDP-43 recombinante (ug/L) Hauteur Aire

0 80 100

0,2 979 9 047

1 4 597 48 806
5 21022 241 549
10 36 743 393 093
20 50701 644 173

Tableau XX : Hauteurs du pic a 57 kDa et valeurs d’aire de solutions de TDP-43 recombinante apres 4 secondes d’exposition.
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Figure 63 : Electrophorégramme et représentation en bande d’une dilution en cascade d’une solution de TDP-43 recombinante
apres 4 secondes d’exposition.

Les courbes de calibration obtenues ont montré un signal linéaire pour des concentrations en
TDP-43 jusqu’a 10 pg/L. Une saturation du signal a été observée pour des concentrations entre
10 et 20 pg/L, que ce soit pour 1’aire ou la hauteur des pics (figure 64). L’application d’un
modele quadratique a permis d’estimer une valeur de concentration pour les LDQ déterminées

précédemment, égale a 0,35 pug/L pour les hauteurs des pics et a 0,13 pg/L pour les aires.

L’¢étude de neuf échantillons plaquettaires a permis d’identifier un pic majoritaire a 54 kDa,
détectable jusqu’a une dilution au 1/10 des échantillons. La linéarité¢ entre les dilutions des
¢chantillons plaquettaires et les hauteurs ou les aires de ce pic était satisfaisante avec un

coefficient de corrélation r? supérieur a 0.90 (figure 65 A).
La variabilité de la méthode a été estimée par 6 mesures répétées du méme échantillon au cours

d’un méme cycle de mesure. Le CV de répétabilité obtenu était de 5,7 % pour la hauteur du pic

et de 6,3 % pour I’aire (figure 65 B).
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Figure 64 : Courbes de calibration obtenues (A) pour les hauteurs et (B) pour les aires du pic a 57 kDa caractéristique de la
TDP-43 recombinante, avec I’anticorps 10782-2-AP.
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Figure 65 : Etude des performances analytiques de la détection semi-quantitative de la TDP-43 plaquettaire par Simple
Western. (A) Etude de la linéarité par une dilution en cascade d’un échantillon de plaquettes. (B) Etude de la répétabilité de la
détection de la TDP-43 plaquettaire selon la mesure de ’aire ou de la hauteur du pic a 54 kDa, exprimée en pourcentage de
variation.
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L’analyse en duplicat des échantillons plaquettaires chez les neufs patients a permis de mettre
en évidence une variabilité dans les mesures de 0,1 % a 13,1 % pour les hauteurs et de 0,7 % a

13,6 % pour les aires (tableau XXI). Une excellente corrélation entre les valeurs d’aire et de

hauteur du pic a 54 kDa a été observée (r = 0,986).

Hauteur Ecart type Coefficient Aire Ecart type Coefficient

moyenne de variation =~ moyenne de variation
Patient 1 19 750 25 0,1 % 363 476 2580 0,7 %
Patient 2 43 363 79 0,2 % 974 709 15 054 1,5%
Patient 3 19 675 2569 13,1 % 379 628 50 736 13,4 %
Patient 4 28 583 2742 9,6 % 601 856 37 526 6,2 %
Patient 5 28 7117 3176 11,1 % 523724 71382 13,6 %
Patient 6 41743 1015 2,4% 827 149 12 269 1,5%
Patient 7 37 042 1829 4,9 % 693 959 36 997 5,3%
Patient 8 25 686 158 0,6 % 479 711 18 352 3.8%
Patient 9 1496 28 1,.9% 28 569 2883 10,1 %

Tableau XXI : Résultats du dosage semi-quantitatif de la TDP-43 plaquettaire en duplicat chez neuf patients.

2.2.2 Etude semi-quantitative de la TDP-43 et de la p-TDP-43 plaquettaires dans une

cohorte élargie de patients

Les profils protéiques obtenus par 1’anticorps 10782-2-AP dirigé contre la forme totale de la
TDP-43, et par I’anticorps 12892-1-AP dirigé contre la forme phosphorylée en position 409 et

410 de la protéine étaient relativement différents (figure 66).
Le tableau XXII résume le calcul de la somme des aires des pics principaux de la TDP-43 et de

la p-TDP-43 plaquettaires dans la cohorte élargie. Aucune différence n’a été mise en évidence

entre les différents groupes, pour aucune des deux formes de la protéine.
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Figure 66 : Exemple de profils de migration protéique (A) de la TDP-43 plaquettaire totale et (B) de la p-TDP-43 plaquettaire
obtenus par Simple Western avec des anticorps commercialisés par Proteintech dilués au 1/50 et aprés un temps d’exposition
de 4 secondes.

DLFT-TDP
(= ))
TDP-43
Valeur médiane 1005 821 955 005 774 243 1078 144 0,5208
25th percentile 386 879 653 326 565 094 727056
75th percentile 1292479 1399523 1093 535 1481531
p-TDP-43
Valeur médiane 946 372 372 827 454 077 333733 0,215125
25th percentile 423 827 239 049 178 262 186 375
75th percentile 1032 860 565 359 877 710 548 851

Tableau XXII : Somme des aires des pics de la TDP-43 et de la p-TDP-43 plaquettaires chez des patients atteints
de SLA, de DLFT-TDP et chez des sujets pré-S ou CTS. Abréviations : CTS : contrdles sains non mutés ; Pré-S :
sujets présymptomatiques porteurs de mutations impliquées dans les DLFT.
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Le ratio p-TDP-43/TDP—43 était significativement augmenté chez les patients atteints de SLA
comparé aux patients atteints de DLFT-TDP ou aux CTS. Aucune différence n’a en revanche
¢été mise en évidence entre ces deux derniers groupes. Ce ratio était également plus élevé chez

les sujets pré-S comparé aux CTS (tableau XXIII ; figure 67 A).

Concernant les concentrations en NfL dans les échantillons plasmatiques dont sont issues les

extractions plaquettaires, il a été observé une différence significative entre tous les groupes, a

I’exception des patients présymptomatiques qui n’étaient pas significativement différents des

controles (tableau XXIII ; figure 67 B).

DLFT-TDP

(= ))
ratio p-TDP-43/ 0,957 0,407 0,609 0,257 0,02257
TDP-43
plaquettaires

0,762-1.146 0,261-0,514 0,219-1,052 0,163-0,474

Interquartiles
NfL plasmatiques
Valeur médiane 428,15 168 28,85 28,3 < 0,000001
(pg/mL)
Interquartiles 260,5-507,9 112,5-287,1 22,9-45,1 20,9-37,4
(pg/mL)

Tableau XXIII : Ratio entre la somme de 1’aire des pics de la p-TDP-43 et celle de la TDP-43, et valeurs des NfL
plasmatiques chez les patients atteints de SLA, de DLFT-TDP et chez les sujets pré-S ou CTS mesurées par MSD.
Abréviations : CTS : contréles sains non mutés ; NfL: Neurofilaments a chaine légere ; Pré-S: sujets
présymptomatiques porteurs de mutations impliquées dans les DLFT.
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Figure 67 : Comparaison chez les sujets atteints de SLA, de DLFT-TDP et chez les sujets pré-S ou CTS (A) du
ratio p-TDP-43/TDP-43 dans des échantillons plaquettaires et (B) des valeurs des NfL plasmatiques. La croix
rouge symbolise une valeur aberrante. * p value < 0,05. Abréviations : CTS : contréles sains non mutés ; NfL :
Neurofilaments & chaine 1égere ; Pré-S : sujets présymptomatiques porteurs de mutations impliquées dans les
DLFT.
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2.3. Discussion

Dans ce travail, nous avons voulu savoir si une estimation semi-quantitative de la TDP-43
plaquettaire réalisée par une technique automatisée et miniaturisée sur I’automate Peggy Sue
(ProteinSimple, USA) permettait de mettre en évidence des différences entre des sujets atteints

de DLFT-TDP ou de SLA, comparé¢ a des individus présymptomatiques ou des controles sains.

La technologie Simple Western n’étant pas encore trés répandue et la méthode étant
intégralement développée au laboratoire, il a été nécessaire de vérifier ses performances
analytiques. Les premiers essais ont été réalisés avec de la protéine TDP-43 recombinante et
I’anticorps commercial 10782-2-AP (Proteintech, USA), considéré comme une référence dans
la littérature. Dans nos conditions opératoires, la taille du pic observé pour la protéine
recombinante concordait avec sa taille théorique. Le signal obtenu linéaire pour des
concentrations en protéine jusqu’a 10 ug/L, la LDQ égale a 0,35 ug/L pour les aires et a
0,13 pg/L pour les hauteur du pic permettaient d’envisager de travailler avec des échantillons
issus de patients. Les données de répétabilité étaient également satisfaisantes pour une méthode

semi-quantitative développée en interne, avec des CV inférieurs a 10 %.

Le choix s’est porté sur les lysats plaquettaires, car la premiére partie de cette étude a démontré
qu’ils permettaient de s’affranchir des interactions croisées de 1’anticorps 10782-2-AP avec les
immunoglobulines. De plus, une étude réalisée avec le méme automate et le méme anticorps a
permis de mettre en évidence des différences entre des patients atteints de MA et des individus

contrdles avec ce type d’échantillons (391).

Larelation entre la concentration en TDP-43 plaquettaire et I’intensité du signal a été confirmée
dans notre travail, que ce soit pour I’aire ou la hauteur du pic a 54 kDa. De plus les valeurs de
ces deux parametres €taient bien corrélées et la part de leurs variations imputable a I’automate
¢tait inférieure a 7 %, soit du méme ordre de grandeur qu’avec une technique quantitative de
type ELISA (486). Parmi les neufs échantillons plaquettaires de notre premicre évaluation, la
valeur minimale de la hauteur du pic a 54 kDa correspondant a une concentration de 0,39 pg/L
en appliquant 1’équation de la droite d’étalonnage déterminée en travaillant avec la protéine
recombinante. Cette valeur supérieure a la LDQ était donc interprétable et permettait

d’envisager d’utiliser cette technique de mesure dans des échantillons de patients.
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D’autre part, les variations de TDP-43 observées entre les échantillons de la petite cohorte de
neuf patients atteints de DLFT étaient supérieures a la variabilité de la technique, alors que les
concentrations en plaquettes étaient normalisées a 200 G/L dans chaque préparation. Cette
observation signifiait que la technique pouvait permettre d’envisager de mesurer des différences
de TDP-43 entre les individus. L’ensemble de ces ¢léments a permis de valider notre technique
sur échantillons plaquettaires. Cette validation a fait I’objet d’une publication internationale

présentée a la fin de ce manuscrit (annexe 1).

Nous avons alors ¢élargi notre travail a I’étude d’un plus grand nombre d’échantillons de patients
de diagnostic de DLFT-TDP confirmé par des examens génétiques. Comme groupes de
comparaison, nous avons inclus des patients atteints de SLA, car la TDP-43 est impliquée dans
97 % des cas de cette pathologie (71), ainsi que des sujets porteurs de mutations au stade

présymptomatique et des apparentés non porteurs considérés comme controles.

L’étude de la TDP-43 plaquettaire totale a été complétée par I’étude de sa forme phosphorylée
en 409 et 410, décrite comme plus spécifiquement impliquée dans le processus
physiopathologique, car présente dans les inclusions de TDP-43 cytoplasmique neuronale et
absente au niveau nucléaire (160). Pour prendre en compte la diversité des isoformes de la
TDP-43 détectée lors de ces analyses qualitatives, la somme de tous les pics significatifs
observés sur les profils a été réalisée. Malgré cela, aucune différence n’a été mise en évidence
ente les différents sujets. Pourtant, les concentrations plaquettaires en TDP-43 chez des patients
souffrant de SLA ont été rapportées comme augmentées par rapport a des sujets controles dans
une ¢tude (397). Cependant, un recouvrement important des valeurs a également été décrit. De
plus, les plaquettes présentent une durée de vie relativement courte, de I’ordre de 7 a 10 jours,
impliquant que les mesures de la TDP-43 plaquettaire reflétent uniquement des événements

récents (487).

Le ratio de la TDP-43 phosphorylée en 409 et 410 sur la TDP-43 totale a ensuite été calculé
pour évaluer si une mesure tenant compte d’une forme plus spécifique de la pathologie pouvait
étre plus informatif. Ce ratio était augmenté chez les sujets atteints de SLA en comparaison des
individus controles, mais ce résultat n’a pas été retrouvé chez les sujets souffrant de
DLFT-TDP, peut étre en raison d’un effectif trop réduit. De fagon intéressante, ce rapport était
également augmenté chez les sujets présymptomatiques comparé aux apparentés non porteurs

de variant pathologique impliqué dans les DLFT.
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Le dosage des NfL plasmatiques était en accord avec les données de la littérature, avec une
augmentation plus importante chez les patients atteints de SLA que de DLFT-TDP et des
valeurs basses chez les contrdles. Dans notre cohorte, les porteurs présymptomatiques ne
présentaient pas de concentrations en NfL différentes de celles des apparentés non porteurs, a
I’inverse de ce que 1’on peut observer pour le ratio de TDP-43 plaquettaire. Si ces données sont
confirmées, cela pourrait permettre d’envisager que le ratio entre la TDP-43 pathologique et la
TDP-43 totale soit plus précocement informatif que les NfL, au tout début d’évolution de la
maladie. Ce ratio pourrait alors étre envisagé comme un marqueur précoce d’entrée dans la
maladie. Ce type de marqueur est particulierement intéressant pour inclure dans des essais
cliniques des patients chez lesquels la pathologie n’a pas encore trop progressée (305). Dans
ce contexte d’utilisation, le fait que les plaquettes soient facilement obtenues a partir d’un

prélevement sanguin est un atout majeur (377).

172



3. Approche quantitative

Cette sous-partie des travaux de caractérisation de la TDP-43 dans les fluides biologiques
accessibles du vivant des patients avait pour objectif d’évaluer une méthode de dosage

ultra-sensible commerciale (SiMoA pour Single Molecule Array ; Quanterix, USA).

3.1 Matériels et méthodes

3.1.1 Patients

° Conditions de réalisation du diagnostic

Les patients inclus dans cette étude étaient atteints de DLFT ou de MPP. Leur diagnostic a été
réalisé selon les modalités décrites dans le paragraphe « Matériels et Méthodes » de la
caractérisation qualitative de la TDP-43. Parmi les quatorze patients atteints de DLFT de type
comportemental inclus, un sujet présentait également des troubles moteurs. Grace aux outils de
diagnostic génétique disponibles au laboratoire de Neurochimie des HCL, il a été mis en
¢vidence une mutation dans les genes C9ORF72 chez cinq patients et une mutation dans le géne
GRN chez un patient. La cohorte comportait également dix patients atteints de MPP, composés

de cinq cas de dépression majeure et cinq cas de troubles bipolaires.

La cohorte a été constituée de fagon a ce qu’il n’y ait pas de différence significative entre les
deux groupes de pathologies, concernant 1’appariement en age et en sexe. Leurs données

épidémiologiques sont résumées dans le tableau XXIV.

DLFT \Y 1 value
(n=14) (n = 10) =
Sexe (homme/femme) 4/10 5/5 0,4219
Age médian au prélevement 63,5 68 0,4702
(années)
Interquartiles 59-72 64-71

Tableau XXIV : Données épidémiologiques des patients inclus dans la cohorte des échantillons couplés
plasma/LCS pour le dosage de la TDP-43. Abréviations : DLFT : dégénérescences lobaires frontotemporales ;
PSY : pathologies psychiatriques.
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. Conditions de réalisation des prélévements et traitement préanalytique

Les échantillons de sang et de LCS des patients ont été obtenus selon les modalités décrites
dans le paragraphe « Matériels et Méthodes » de la caractérisation qualitative de la TDP-43.

Apres la réalisation des examens diagnostiques spécialisé€s, les reliquats biologiques des
patients ont ét¢ aliquotés et conservés a une température de -80°C. Ils n’ont été¢ décongelés qu’a

I’occasion de la réalisation de cette étude.
3.1.2 Réalisation des mesures

Les dosages ont été réalisés sur ’analyseur SiMoA HD-1 (Quanterix, USA), en suivant les
instructions du fabricant. Cet outil est accessible aux équipes des HCL via une plateforme

partagée avec la société bioMérieux.

Le kit commercial « Simoa TDP-43 Advantage Kit» (# 103293 ; Quanterix, USA) utilisé
contient un mélange d’anticorps, dirigés a la fois contre la séquence en acides aminés 203 a 209
de la protéine et sa région carboxy-terminale. Ce kit devrait donc théoriquement permettre de
détecter la forme totale de la TDP-43, mais aussi ces fragments tronqués pathologiques. Les

dilutions nécessaires aux mesures ont ¢té¢ effectuées manuellement (tableau XXV).

Kit « TDP-43 »

Dilution du LCS 1/4 manuellement ) )
et du plasma Volume nécessaire en cas de monoplicat :
100 pL prélevé + 30 uL VM
= 38 pL de LCS ou de plasma + 114 pL de diluant
Volume nécessaire en cas de duplicat :
(100 x 2) puL prélevé + 30 uL VM
= 70 uL de LCS ou de plasma + 210 uL de diluant
LDQ fabricant 8,23 pg/ml
LDD fabricant 2,48 pg/ml

Tableau XXV : Dilutions réalisées pour la mesure par le SiMoA HD-1 des protéines t-Tau, NfL, pNfH, UCHLI et
GFAP. Abréviations : LDD : Limite de détection ; LDQ : Limite de quantification ; VM : volume mort.
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Les essais ont été réalisés par le méme opérateur et sur le méme automate. Par ailleurs, tous les
réactifs portaient le méme numéro de lot. Différents parameétres ont été vérifiés pour valider les
expériences. Le coefficient de détermination de la droite d’étalonnage obtenue par la mesure
des standards en duplicat était satisfaisant (R?> > 0,99 systématiquement). Les concentrations
des contrdles haut et bas fournis dans le kit étaient dans I’intervalle des valeurs autorisées par

le fabricant.

La sensibilité importante de la technologie SiMoA est obtenue par un systéme innovant de

détection du signal (figure 68) (488,489) :

Dans ce systéme, les anticorps de capture sont couplés a des billes magnétiques. Lors du
contact entre 1’échantillon biologique dilué et un large exces de billes couplées, un et un seul

analyte se fixera a la surface des billes selon la loi statistique de Poisson.

Ensuite, I’ajout d’un anticorps de détection biotinylé (« ACBi »), puis de la streptavidine
couplée a la PB-galactosidase permet de former le complexe immun « ACBi + biotine +

streptavidine + -galactosidase » uniquement pour les billes ayant fixées 1’analyte cible.

L’ensemble des billes sera alors réparti dans plus de 5 millions de micropuits ne pouvant
contenir qu’une seule bille. A la fin de la répartition, les puits pourront étre vides, contenir une

bille avec un complexe immun ou contenir une bille sans complexe immun.

Apres ajout du substrat de I’enzyme, une caméra enregistre la fluorescence des puits. La
détection de cette fluorescence dans chaque puits individuel donne une grande sensibilité¢ a
I’automate. De plus, effectuer cette mesure en micropuits, dont le volume réactionnel est un
milliard de fois plus faible que celui d’un ELISA classique, permet de ne pas diluer le signal.
La concentration de 1’analyte sera alors calculée par le SiMoA, a partir du rapport entre le
nombre de puits contenant des billes ayant fixé un complexe immun, et le nombre total de puits

occupés par des billes.
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Figure 68 : Principe de fonctionnement de 1’analyseur SiMoA HD-1. Abréviations : Ac : anticorps ; B : biotine ;

G : B-galactosidase ; S : streptavidine.

3.1.3 Statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées grace au logiciel MedCalc (v 15.11.4). En raison du
caractere non-gaussien des populations €tudiées, le test non paramétrique de Mann-Whitney a
¢té employé pour la comparaison des deux groupes. La différence de répartition entre les
hommes et les femmes au sein des cohortes a été¢ évaluée par un test du Khi-deux. Les
corrélations entre les concentrations obtenues dans le LCS et le plasma, ont été déterminées par

le test de rang de Spearman. Dans I’ensemble des analyses, la valeur de probabilité p (p-value)

qui correspond au degré de signification pour les probabilités, a été fixée a 0,05.
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3.2. Résultats

3.2.1 Etude de corrélation entre le LCS et le plasma

Pour la TDP-43, aucune corrélation entre les concentrations mesurées dans le LCS et le plasma

n’a été mise en évidence (figure 69).

gt Rho =0,0182
= p-value=0,9377

1

LCS TDP-43 (pg/mL)

L= | 1 | I I
0 2000 4000 6000 8000

plasma TDP-43 (pg/mL)

Figure 69 : Corrélation de rang des concentrations mesurées dans le LCS et le plasma pour la TDP-43.
Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires ; Rho : coefficient de corrélation de rang de Spearman.

3.2.2 Intérét diagnostique de la TDP-43

Les concentrations de la TDP-43 dans la cohorte des échantillons de LCS/plasma couplés ne

présentaient pas de différence statistique entre les patients atteints de maladies du spectre DLFT

SLA et ceux souffrant de MPP. De plus, les concentrations dans le LCS étaient inférieures a la

LDQ, fixée a 8,23 pg/mL par le fabricant (tableau XXVI).

TDP-43 DLFT (n = 14) MPP (n = 10) p-value
Valeur médiane 6,6 6,1 0,6727
dans le LCS (pg/mL)

Interquartiles (pg/mL) 3,64 — 8,52 4,7-17

Valeur médiane 509 822 0,4823

dans le plasma (pg/mL)
Interquartiles (pg/mL) 346 — 1952 606 — 1422

Tableau XXVI : Concentrations des pNfH dans le LCS et le plasma des patients atteints de maladies du spectre
DLFT-SLA ou de MPP. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires.
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3.3. Discussion

Ce travail de caractérisation quantitative de la TDP-43 dans un contexte de DLFT avait deux
objectifs principaux. Le premier consistait a évaluer la corrélation des concentrations en
TDP-43 dans des échantillons couplés de LCS et de plasma, afin d’estimer si les valeurs
plasmatiques de la protéine pouvaient étre le reflet d’événements cérébraux. Le second objectif
¢tait de tester la capacité de la TDP-43 mesurée par cette technologie a distinguer des sujets
atteints de DLFT et de MPP. En effet, un recouvrement symptomatologique entre ces
pathologies est fréquemment rencontré (254). Pourtant, a notre connaissance, aucune étude de

la TDP-43 chez des patients atteints de MPP n’a été publiée.

La TDP-43 est une protéine pouvant circuler entre le cerveau et le LCS notamment dans un
contexte de DLFT ou de SLA (357). Elle semble retrouvée dans ce fluide biologique, mais
¢galement dans le sang, sous forme libre ou incorporée dans des vésicules d’excrétion
(220,223,355,356,371,372). Cependant, dans la littérature, la mesure de sa concentration par
technique ELISA dans ces deux matrices biologiques a produit des résultats contradictoires,
que les anticorps composants les kits de dosage détectent la TDP-43 dans sa forme totale ou la
p-TDP-43 plus spécifiquement (tableaux IX et X). Ces divergences pourraient s’expliquer en
partie par de grands niveaux de variabilités et un recouvrement important des concentrations de

la TDP-43 et de la p-TDP-43.

De plus, lorsqu’elles étaient détectables, les concentrations mesurées étaient proches des limites
de quantification des kits ELISA (72,358,359,361,363,364). Enfin, les kits de dosage ELISA
utilisés manquaient parfois de standardisation (353). Il était donc pertinent d’utiliser une
technologie pouvant potentiellement améliorer ces deux parametres. La caractérisation
quantitative de la TDP-43 a alors été réalisée par technologie SiMoA (pour Single Molecule
Array ; Quanterix, USA), décrite comme « ultrasensible ». De plus, le kit de dosage de la
TDP-43 validé par le fabricant était constitué¢ d’anticorps censés €tre capables de détecter des
fragments pathologiques de la protéine. Son utilisation avait ainsi permis d’obtenir des résultats
intéressants chez des patients atteints de SLA. En effet, une augmentation des concentrations
mesurées dans le LCS et le plasma des patients a été¢ décrite, en comparaison de contrdles

atteints de maladies neuroinflammatoires hétérogeénes (372).
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Dans notre étude, il n’a pas été possible de distinguer les sujets atteints de DLFT des patients
souffrant de MPP par le dosage de la TDP-43. Il serait alors envisageable que les concentrations
de cette protéine soient augmentées dans les deux groupes de pathologies. En effet, une étude
récente a mis en évidence des taux ¢levés de TDP-43 sérique mesurés par technique ELISA
chez de sujets souffrant de dépression en comparaison de sujets controles (490). Concernant les
patients atteints de DLFT, il était difficile de présumer des résultats, car les données de la
littérature sont contradictoires (tableau IX et X). La TDP-43 mesurée dans leurs fluides
biologiques pourrait ainsi étre augmentée par rapport a des individus sains, en raison d’une lyse
neuronale importante, mais ¢galement de 1’abolition de son auto-rétrocontrdle négatif di a un
défaut de présence de la protéine dans le noyau des neurones pathologiques (150). Sur le modele
du peptide Ab-42 dans la MA, elle pourrait aussi étre diminuée, notamment dans le LCS, en
raison de son agrégation dans le tissu cérébral (75,76). Cette derniére situation, décrite dans une
¢tude présentant I’avantage d’avoir inclus des patients caractérisés histologiquement (362),
serait plutot en accord avec nos résultats, puisque les concentrations en TDP-43 dans le LCS

des patients étaient inférieurs a la LDQ.

L’absence de différence significative du taux de TDP-43 entre les DLFT et les MPP était
accompagnée d’une manque de corrélation des valeurs mesurée dans les échantillons de
LCS/plasma couplés. Pourtant, le fait d’utiliser le méme kit de dosage et le méme automate
devrait favoriser une telle corrélation. Un tel résultat a cependant aussi été décrit dans la
littérature (363). De plus, de fagon surprenante, les concentrations trés basses de la protéine

dans le LCS étaient associées a des valeurs au moins 100 fois supérieures dans le plasma.

Généralement, les protéines cérébrales présentent un déséquilibre de concentrations entre les
deux fluides biologiques en faveur du LCS, explicable par la présence de la BHE et de la BHM,
ainsi que par la différence de volume entre le sang et le LCS qui crée un phénomene de dilution,
et la présence de protéases sanguines (368). Cependant, dans des travaux récents portant sur la
mesure de la TDP-43 dans des échantillons de LCS/plasma couplés issus de patients atteints de

SLA, les valeurs plasmatiques obtenues étaient supérieures a celles déterminées dans le LCS
(491).
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Deux hypothéses peuvent alors étre émises pour expliquer ces discordances :

La premicre est d’ordre purement technique. Si ’automate utilisé présente généralement une
trés grande sensibilité, grace a un mode de détection du signal innovant, celle-ci n’en reste pas
moins dépendante de 1’affinité entre les analytes et les anticorps qui composent chaque kit de
dosage. Les performances analytiques des kits dépendent également de la spécificité de ces
anticorps, notamment vis-a-vis de 1’albumine et des IgG, qui sont les protéines majoritaires du

plasma.

La deuxiéme hypothese est plutot d’ordre physiologique. La TDP-43 est une protéine présente
chez tous les individus, malades ou sains. De plus elle est ubiquitaire, donc peu spécifique du
SNC. Elle est en effet retrouvée a des taux élevés dans le pancréas, la rate, les ovaires ou encore
les reins (74). Il est alors possible que sa concentration plasmatique ne reflétent pas les
variations de son expression au niveau cérébral, celles-ci étant masquées par la production

périphérique importante de la protéine (492).

Les résultats obtenus dans notre travail, associés aux données de la littérature, permettent
finalement de s’interroger sur le potentiel intérét de la TDP-43 dans le diagnostic des DLFT
(355). Pourtant, des agrégats de cette protéine ont été mis en évidence dans le cerveau de la
majorité des patients atteints de ces maladies, et des formes pathologiques caractéristiques de
la protéine ont été définies (75,76). De plus, de bons résultats ont été obtenus dans un contexte
de SLA, qui partage des caractéristiques génétiques, physiopathologiques et parfois cliniques
avec les DLFT. La taille réduite de la cohorte dans notre étude est sans doute une limite
importante dans |’interprétation des résultats. Elle s’explique néanmoins par la nécessité

d’inclure des patients pour lesquels étaient disponibles a la fois du plasma et du LCS.

Au vu de I’ensemble de nos résultats obtenus pour la caractérisation qualitative,
semi-quantitative et quantitative de la TDP-43, I’exploration de matrices moins
conventionnelles que le sang ou le LCS comme les plaquettes pourrait étre une piste intéressante
(353). De plus, les DLFT étant des maladies hétérogenes sur le plan physiopathologique, il est
probable qu’un seul biomarqueur soit insuffisant pour renforcer le diagnostic et le suivi des
patients. Une combinaison de marqueurs apparait alors comme une piste a privilégier
(354,414,493). Dans la derniere partie des travaux de thése, il a ainsi été étudi¢ divers marqueurs

protéiques non spécifiques des DFLT, mais néanmoins potentiellement intéressants.
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PARTIE C:

EXPLORATION DE MARQUEURS PROTEIQUES NON
SPECIFIQUES DES DLFT
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Cette dernic¢re partie de la thése concerne I’exploration de marqueurs non spécifiques des
DLFT, et correspond au deuxiéme axe de recherche de biomarqueurs pour ces maladies. Elle

peut étre décomposée en 2 étapes :

Tout d’abord, cinq marqueurs protéiques ont été quantifiés dans des échantillons couplés de
LCS et de plasma, dans des cohortes de patients atteints de maladies du spectre DLFT-SLA ou
de MPP. Comme pour la TDP-43, le but était d’évaluer pour chaque marqueur la corrélation
des concentrations entre les deux fluides biologiques, afin d’estimer si les valeurs plasmatiques
mesurées pouvaient étre le reflet d’éveénements cérébraux. La capacité de ces protéines a
distinguer les DLFT des MPP a ¢également été testée, puisqu’un recouvrement

symptomatologique entre ces deux groupes de pathologies a été décrit (254).

Ensuite, I’enrichissement de la cohorte en échantillons plasmatiques par des prélévement de
patients porteurs de mutations au stade présymptomatique et de leurs apparentés non porteurs
a permis de préciser les contextes d’utilisation des NfL et des pNfH au sein des maladies du

spectre DLFT-SLA. Cette sous-partie a fait I’objet d’une publication internationale (annexe 2).

Le panel de marqueurs indirects des DLFT était composé des NfL, des pNfH et de la t-Tau, qui
sont des témoins de la dégénérescence axonale, déja présentés dans les rappels
bibliographiques. Il incluait également 1’hydrolase Ubiquitin carboxyl-terminal L1 (UCH L1).
Cette protéine cytoplasmique, trés exprimée dans les neurones et qui représente jusqu’a 5 %
des protéines solubles du SNC, est liée au bon fonctionnement du SUP (494). Elle présente en
effet la capacité d’ajouter ou de retirer des molécules d’ubiquitine aux protéines intraneuronales
(495,496). L’ajout de chaines d’ubiquitine aux protéines est nécessaire pour leur identification
par le protéasome. Une fois cette identification opérée, les chaines d’ubiquitine vont alors étre
hydrolysées et permettre la dégradation des protéines par ce systeme. L’ajout d’une unique
molécule d’ubiquitine a une protéine permet de réguler ses interactions avec les autres
protéines, mais également d’influencer sa localisation et son expression (497). Il a été décrit
dans la littérature, qu’un défaut dans le systéme d’ubiquitination des protéines pouvait
engendrer une mort neuronale précoce (498). Or, des protéines anormalement ubiquitinylées et
non dégradées sont classiquement retrouvées dans les maladies neurodégénératives, dont les
DLFT (75,76). De plus, certaines mutations génétiques rencontrées dans les DLFT ont été

associées a un défaut du SUP (tableaux VI et VII).
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Ces ¢léments, alliés a son abondance au sein du SNC, font d’UCH L1 une protéine de choix a

étudier dans un contexte de recherche de biomarqueur indirect des DLFT.

La protéine acide fibrillaire gliale (GFAP pour Glial Fibrillary Acidic Protein) constituait le
dernier marqueur du panel. Il s’agit d’un filament intermédiaire, constitutif du cytosquelette des
astrocytes. Ces cellules, jusqu’a dix fois plus nombreuses que les neurones, assurent un
environnement favorable pour le développement et le fonctionnement de ces derniers (499).
Les astrocytes sont également impliqués dans la neuroinflammation, durant laquelle leur
activation entraine, entre autres, une augmentation de la production de GFAP. A ce titre, cette
protéine est un marqueur de développement astrocytaire treés utilisé dans les études
immunohistochimiques (500). La mesure de sa concentration dans le LCS s’est également
révélée intéressante comme marqueur pronostic des traumatismes craniens et des hémorragies
cérébrales (501,502). Il semblerait également que dans certaines maladies neurodégénératives,
des variation de sa concentration soient détectables dans ce fluide (503). Les phénomenes
neuroinflammatoires, décrit comme plus importants dans les DLFT que dans les MPP, justifient

son ¢étude dans cette partie de la thése (504,505).

1. Matériels et méthodes :

1.1 Patients

Ce travail peut étre décomposé en deux sous-parties, dans lesquelles les cohortes de patients

étaient différentes :

Dans un premier temps, il a été inclus uniquement des patients pour lesquels nous disposions

d’échantillons couplés de LCS et de plasma.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes limités a 1’é¢tude d’échantillons plasmatiques sur

une cohorte élargie.

Dans tous les cas, les conditions de réalisation des diagnostics et des prélevements étaient
identiques a celles décrites dans 1’analyse qualitative et semi-quantitative de la TDP-43 et ne

sont donc pas détaillées ici.
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Dans la premiere sous-partie, parmi les vingt-neuf cas de DLFT finalement inclus, neuf patients
présentaient une mutation dans le gene C9ORF72, deux patients présentaient une mutation dans
le géne GRN et un patient était porteur d’une mutation du géne MAPT. Parmi les cas de DLFT
sporadique, deux présentaient des troubles moteurs associés (DLFT+SLA). La cohorte
comportait également un patient présentant une SLA sporadique et dix patients atteints de MPP,
composés de cinq cas de dépression majeure et cing cas de troubles bipolaires. La cohorte a été
constituée de fagon a ce qu’il n’y ait pas de différence significative entre les différents groupes
concernant I’age au prélévement et le sexe des sujets. Leurs données épidémiologiques sont

résumées dans le tableau XXVII.

Spectre DLFT-SLA

(n=29)
Sexe (homme/femme) 11/18 5/5 0,7311
Age médian au prélévement 66 66,5 0,5208
(années)
Interquartiles 59-72 64-71

Tableau XXVII : Données épidémiologiques des patients inclus dans la cohorte des échantillons de LCS/plasma
couplés pour la mesure de la t-Tau, des NfL, des pNfH, d’UCH L1 et de la GFAP. Abréviation : MPP : maladies
psychiatriques primaires.

Dans la deuxieme sous partie, quarante-cing patients atteints de DLFT ont été retenus. Parmi
eux, trois présentaient des troubles moteurs associés (DLFT+SLA). Grace aux outils de
diagnostic génétique disponibles au laboratoire de Neurochimie des HCL, il a été mis en
évidence une mutation dans les genes C9ORF72 chez dix-huit patients et une mutation sur le
gene GRN chez six d’entre eux. Par ailleurs, un patient présentait une mutation du gene MAPT,
tandis qu’un autre était porteur d’un variant pathogene sur le gene TARDBP. Le groupe des
sujets symptomatiques était complété par sept patients atteints de SLA sporadique et douze
patients souffrant de MPP, dont six cas de dépression majeure, cinq cas de troubles bipolaires
et un cas de schizophrénie. Il a également été inclus huit sujets porteurs présymptomatiques
(pré-S) de variants pathogénes dans les génes C9ORF72 (n = 6) et GRN (n = 2). Enfin, neuf
personnes apparentés non porteur de mutation pathogene et considérés comme contrdles sains

(CTS) ont été intégrés a 1’étude.
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Cette cohorte enrichie en échantillons plasmatiques a été constituée de fagon a ce qu’il n’y ait
pas de différence significative entre les groupes concernant leur sexe. Les données

épidémiologiques des patients et des contrdles sont résumées dans le tableau XXVIII.

Spectre DLFT-SLA (n = 52)

DLFT+SLA DLFT

n=3) (n=42)
Sexe 1/6 1/2 19/23 3/5 4/5 6/6 0,7178
(homme/femme)
Age médian au 59 72 62 40,5 52 66 0,0042
prélevement
(années)
Interquartiles 48-71,5 61,5-73,5 59-72 36-60 41,25-60,5 60,5-70
Durée médiane 0,5 1 3 - - 4 0,0052

des symptomes
au prélévement
(années)

Interquartiles 0,5-2,6 n/a 2-3.8 2-85

Tableau XXVIII : Données épidémiologiques des patients inclus dans la cohorte enrichies en échantillons
plasmatiques. Abréviations : CTS : contrdles sains non mutés ; MPP : maladies psychiatriques primaires ; Pré-S :
sujets présymptomatiques porteurs de mutations impliquées dans les DLFT.

1.2. Réalisation des mesures

Les dosages ont été réalisés sur 1’analyseur SiMoA HD-1 (Quanterix, USA), en suivant les
instructions du fabricant. Deux kits de dosage différents ont été utilisés, achetés grace a
I’obtention d’un financement d’un appel a projet organis¢ par le Comité Scientifique pour la

Recherche du centre hospitalier spécialisé Le Vinatier (AO 2019 - CSR 09 « NfL COG »).
Le kit commercial « Neurology 4-plex A » (# 102153 ; Quanterix, USA) est un kit multiplexe,

offrant la possibilité de mesurer simultanément les protéines t-Tau, NfL, UCH L1 et GFAP.

Les dilutions nécessaires a ces mesures ont été effectuées manuellement (tableau XXIX).
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Le kit « PNF-HEAVY » (# 102669 ; Quanterix, USA) a été utilisé¢ pour quantifier les pNfH
dans les prélevements biologiques. Les dilutions recommandées ont été réalisées

automatiquement par la machine (tableau XXIX).

Kit « Neurology 4-Plex A » Kit pNfH

Dilution du 1/40 manuellement

1/20 dans ’automate

LCS Volume nécessaire en cas de monoplicat : Volume nécessaire en cas de monoplicat :
182 uL prélevé + 30 uL VM 4 pL prélevé + 30 uL VM
= 6 uL LCS + 234 pL diluant = 34 uL LCS

Dilution du 1/4 manuellement 1/4 dans ’automate

plasma

182 pL prélevé + 30 uL VM
= 55 uL plasma + 165 pL diluant

Volume nécessaire en cas de monoplicat :

Volume nécessaire en cas de monoplicat :
25 pL prélevé + 30 uL VM

= 55 puL plasma

LDQ fabricant t-Tau : 0,053 pNfH : 2,88
(pg/mL) NfL : 0,241
UCH L1 : 5,45
GFAP : 0,467
LDD fabricant t-Tau: 0,024 pNfH : 0,663
(pg/mL) NfL : 0,104
UCHL1:1,74
GFAP : 0,221

Tableau XXIX : Dilutions réalisées pour la mesure par le SiIMoA HD-1 des protéines t-Tau, NfL, pNfH, UCHLI
et GFAP. Abréviations : LDD : Limite de détection ; LDQ : Limite de quantification ; VM : volume mort.

Différents parametres ont été vérifiés pour valider les expériences. Le coefficient de
détermination de la droite d’étalonnage obtenue par la mesure des standards en duplicat était
satisfaisant (R? > 0,99 systématiquement). Les concentrations des contréles haut et bas fournis
dans le kit étaient dans ’intervalle des valeurs autorisées par le fabricant. Le principe de
fonctionnement général du SiMoA est détaillé dans la partie de la theése portant sur 1’analyse
quantitative de la TDP-43. Certains kits de mesure permettent le dosage de plusieurs analytes
simultanément a partir d’un méme prélévement. Pour cela, ces kits multiplexes sont composés
de différents types de billes magnétiques. Chaque type de billes étant couplé a un anticorps de
capture différent, chaque analyte sera alors fixé sur un seul type de billes. D’autre part, ces
types de billes émettent une fluorescence a des longueurs d’onde différentes les unes des autres,

permettant a ’automate de les distinguer. L’analyse en parall¢le de la fluorescence générique
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la fixation d’un analyte sur une bille permettra au SiMoA de déterminer la

concentration de chaque composé d’intérét (figure 70).
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Figure 70 : Fonctionnement du multiplexage dans 1’analyseur SiMoA HD-1. Il est rendu possible par la présence
de billes portant des anticorps dirigés contre différents analytes. Ces billes seront distinguées par le SIMoA grace
a leur propre fluorescence. Abréviations : Ac : anticorps ; B : biotine ; G : B-galactosidase ; S : streptavidine.

1.3. Statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées grace au logiciel MedCalc (v 15.11.4). En raison du
caractére non-gaussien des populations étudiées, le test non-paramétrique de Kruskal-Wallis
suivi du test post-hoc de Dunn ont été appliqués pour les comparaisons entre plusieurs groupes.
Le test non paramétrique de Mann-Whitney a ét¢ employé pour la comparaison de deux
groupes. La différence de répartition entre les hommes et les femmes au sein des cohortes a été
¢valuée par un test du Khi-deux. Les corrélations entre les concentrations obtenues dans le LCS
et le plasma pour les cinq analytes, ainsi que la corrélation entre les valeurs des NfL et des
pNfH, ont été déterminées par le test de rang de Spearman. Enfin, les seuils de concentration
protéique, permettant de distinguer les cohortes avec le meilleur compromis entre sensibilité et
spécificité, ont été déterminés par des courbes Receiver Operating Characteristics (ROC) et le
calcul de I’indice de Youden. Dans I’ensemble des analyses, la valeur de probabilité p (p-value)

a été fixée a 0,05.
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2. Résultats :

2.1 Cohorte d’échantillons de LCS/plasma couplés
2.1.1 Etude de la corrélation entre le LCS et le plasma
Pour les cinq analytes, les concentrations étaient plus élevées dans le LCS que dans le plasma

des sujets, indépendamment du diagnostic. Une corrélation positive entre ces concentrations a

¢été observée chez quatre d’entre elles (tableau XXX).

Analyte Coefficient de Spearman p-value
JI— NfL 0,88 <0,0001
pNfH 0,47 0,0036
UCH L1 0,42 0,0080
GFAP 0,31 0,0516
- t-Tau 0,25 0,1301

Tableau XXX : Résultats du test de corrélation de rang de Spearman appliqué aux concentrations des cinq protéines
d’intérét mesurées dans le LCS et le plasma.

La corrélation entre les valeurs mesurées dans le LCS et le plasma était la plus forte pour les
NfL, suivi des pNfH. Pour ces deux protéines, cette corrélation était d’autant plus importante
que les patients présentaient de hautes concentration en analytes. Le plus souvent, ces patients

¢taient atteints de maladies du spectre DLFT-SLA plut6t que de MPP (figure 71).
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Figure 71 : Corrélation de rang des concentrations mesurées dans le LCS et le plasma pour (A) les NfL et (B) les
pNfH. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires ; Rho : coefficient de corrélation de rang de
Spearman.
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2.1.2 Intérét diagnostique des six marqueurs

° Protéine Tau totale

Le tableau XXXI résume les mesures de la concentration de la t-Tau dans la cohorte des

¢chantillons de LCS/plasma couplés. Dans le LCS, ces concentrations €taient statistiquement

différentes entre les patients atteints de maladies du spectre DLFT-SLA et ceux souffrant de

MPP. Cette différence n’a pas été retrouvée dans le plasma (tableau XXXI ; figure 72).

Spectre DLFT-SLA (n = 29) MPP (n = 10)
Valeur médiane 102,4 43.4 0,0092
dans le LCS (pg/mL)
Interquartiles (pg/mL) 59,2-143,3 38,72-64
Valeur médiane 1,328 1,005 0,3346

dans le plasma (pg/mL)

Interquartiles (pg/mL) 1,092-1,782 0,660-1,860

Tableau XXXI : Concentrations de la t-Tau dans le LCS et le plasma des patients atteints de maladies du spectre
DLFT-SLA ou de MPP. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires.
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Figure 72 : Concentrations de la t-Tau (A) dans le LCS et (B) le plasma des patients. Les croix rouges symbolisent
les valeurs abberantes.* p values < 0,05. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires.
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. Neurofilaments a chaine légeére

Le tableau XXXII résume les mesures de la concentration des NfL dans la cohorte des
échantillons de LCS/plasma couplés. Dans les deux matrices biologiques, ces concentrations
¢taient statistiquement plus €élevées chez les patients atteints de maladies du spectre DLFT-SLA

que chez ceux souffrant de MPP (tableau XXXII ; figure 73).

Au sein de la cohorte des maladies du spectre DLFT-SLA, cette augmentation était

indépendante de la présence de manifestations motrices (p rcs = 0,062 ; p plasma = 0,066) et du

statut génétique (p Lcs = 0,41 ; p plasma = 0,78) des patients.

Spectre DLFT-SLA (n =29) MPP (n = 10) p-value
Valeur médiane 2990 756 0,0016
dans le LCS (pg/mL)
Interquartiles (pg/mL) 1101 - 4360 606 - 1000
Valeur médiane 46 14,1 0,0003

dans le plasma (pg/mL)

Interquartiles (pg/mL) 21,5-286,2 11,8-16

Tableau XXXII : Concentrations des NfLL dans le LCS et le plasma des patients atteints de maladies du spectre
DLFT-SLA ou de MPP. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires.
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Figure 73 : Concentrations des NfL (A) dans le LCS et (B) le plasma des patients. Les croix rouges symbolisent
les valeurs abberantes.* p values < 0,05. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires.
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. Neurofilaments a chaine lourde phosphorylés

Le tableau XXXIII : résume les mesures de la concentration des pNfH dans la cohorte des
échantillons de LCS/plasma couplés. Ces concentrations ne présentaient pas de différence
statistique entre les patients atteints de maladies du spectre DLFT-SLA et ceux souffrant de
MPP, que ce soit dans le LCS ou dans le plasma (tableau XXXIII ; figure 74 A). En revanche,
au sein du spectre DLFT-SLA, elles étaient significativement plus élevées dans le LCS des
patients présentant des manifestations motrices (SLA et DLFT+SLA regroupées), que chez les
sujets présentant une DLFT pure (figure 74 B). Cette différence n’a pas été observée dans le

plasma (p= 0,32). Enfin, la concentration en PNfH n’étaient pas dépendantes du statut

génétique des patients, que ce soit dans le LCS (p = 0,57) ou dans le plasma (p = 0,41).

Spectre DLFT-SLA (n = 29) MPP (n =10) p-value
Valeur médiane 246,5 270 0,8908
dans le LCS (pg/mL)
Interquartiles (pg/mL) 200,5 — 463,3 227,8 - 360
Valeur médiane 56 40,4 0,8595

dans le plasma (pg/mL)

Interquartiles (pg/mL) 20,1 —104,5 18,8 — 81,6

Tableau XXXIII : Concentrations des pNfH dans le LCS et le plasma des patients atteints de maladies du spectre
DLFT-SLA ou de MPP. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires.
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Figure 74 : Concentrations des pNfH dans le LCS (A) de tous les patients et (B) au sein du spectre DLFT-SLA.
Les croix rouges symbolisent les valeurs aberrantes. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires.
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. Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1

Le tableau XXXIV résume les mesures de la concentration d’UCH L1 dans la cohorte des

¢chantillons de LCS/plasma couplés. Dans les deux matrices biologiques, ces concentrations

¢taient statistiquement plus €élevées chez les patients atteints de maladies du spectre DLFT-SLA

que chez ceux souffrant de MPP (tableau XXXIV ; figure 75).

Spectre DLFT-SLA (n =29) MPP (n =10) p-value
Valeur médiane 1154 681,4 0,000513
dans le LCS (pg/mL)
Interquartiles (pg/mL) 862,4-1434 567,2-780
Valeur médiane 19,5 10,05 0,035281

dans le plasma (pg/mL)

Interquartiles (pg/mL) 9,74-36,11 6,9-19,1

Tableau XXXIV : Concentrations d’UCH L1 dans le LCS et le plasma des patients atteints de maladies du spectre
DLFT-SLA ou de MPP. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires.
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Figure 75 : Concentrations d’UCH L1 dans le LCS et le plasma des patients. Les croix rouges symbolisent les
valeurs abberantes.* p values < 0,05. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires.
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. Protéine acide fibrillaire gliale

Le tableau XXXV résume la mesure des concentrations de la GFAP dans la cohorte des

échantillons de LCS/plasma couplés. Ces concentrations ne présentaient pas de différence

statistique entre les patients atteints de maladies du spectre DLFT-SLA et ceux souffrant de

MPP, que ce soit dans le LCS ou dans le plasma (tableau XXXV ; figure 76).

Spectre DLFT-SLA (n =29) MPP (n =10) p-value
Valeur médiane 6160 4840 0,31868
dans le LCS (pg/mL)
Interquartiles (pg/mL) 3494-9250 2432-6280
Valeur médiane 157,2 95 0,367815

dans le plasma (pg/mL)

Interquartiles (pg/mL) 107,9-227,1 76,4-174,9

Tableau XXXV : Concentrations de la GFAP dans le LCS et le plasma des patients atteints de maladies du spectre
DLFT-SLA ou de MPP. Abréviation : MPP : maladies psychiatriques primaires.
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Figure 76 : Concentrations de la GFAP dans le LCS et le plasma des patients. Abréviation : MPP : maladies
psychiatriques primaires.
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2.1.3 Etude de corrélation entre les concentrations des NfL et des pNfH

Indépendamment du diagnostic clinique, une corrélation a été¢ mise en évidence entre les valeurs

des NfL et des pNfH dans le LCS. Cette corrélation n’a pas été retrouvée dans le plasma

(figure 77).
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Figure 77 : Corrélation de rang entre les NfL et les pNfH (A) dans le LCS et (B) dans le plasma. Abréviation :
Rho : coefficient de corrélation de rang de Spearman.

2.1.4 Evaluation des seuils de concentration optimaux pour distinguer les maladies du

spectre DLFT-SLA des MPP

Considérant le faible nombre de patients dans chacun des groupes de la cohorte de LCS/plasma

couplés, les évaluations réalisées ici avaient pour but d’estimer un ordre de grandeur pour les

concentrations permettant de distinguer les pathologies du spectre DLFT-SLA des MPP
(tableau XXXVI, figure 78).

plasma plasma
Concentration 1000 16 842,6 21,6 75,2
(pg/ml)
Sensibilité 79 % 86 % 76 % 43 % 69 %
Spécificité 80 % 90 % 100 % 100 % 100 %

Tableau XXXVI : Valeurs de concentration de chaque analyte offrant le meilleur compromis entre sensibilité et
spécificité pour la différenciation des maladies du spectre DLFT-SLA et des maladies psychiatriques primaires.
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Figure 78 : Courbes ROC pour les concentrations des NfL (A) dans le LCS et (B) dans le plasma, UCH L1 (C)
dans le LCS et (D) dans le plasma et (E) t-Tau dans le LCS. pour la différenciation des maladies du spectre

DLFT-SLA et des maladies psychiatriques primaires. Abréviation : AUC : aire sous la courbe.
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2.2. Cohorte enrichie en échantillons plasmatiques

2.2.1 Différence d’age au prélévement sanguin entre les sujets

Dans cette cohorte, les patients présentaient des ages significativement différents lors de la
réalisation du prélévement sanguin ( p = 0,0042) (tableau XXVII). Plus en détail, les patients
pré-S et CTS étaient statistiquement du méme age (p = 0,70), mais ces sujets asymptomatiques
¢taient significativement plus jeunes que les sujets symptomatiques (p = 0,000071). Ces

derniers n’ont pas montré de différence entre eux concernant 1’age au prélévement ( p = 0,76).
2.2.2 Comparaison de I’utilité des NfL et des pNfH suivant les contextes cliniques
L’intérét diagnostique des NfL et des pNfH, dans les différentes situations cliniques rencontrées

au sein du spectre DLFT-SLA, a pu étre précisé et comparé a des controles sains grace a un

enrichissement de la cohorte en échantillons plasmatiques (tableau XXXVII).

Spectre DLFT-SLA (n = 52)

DLFT+SLA DLFT
n=3) (n=42)

NfL 84,4 108 46,8 10,1 9 13,6 < 0,00001
Valeur

médiane
(pg/mL)

IQ 75,7-168,8 942-176,4  22.3-80 74-124  6,3-12,3 11,7-15,7
(pg/mL)

pNfH 579 82,2 30,5 9,8 55 31,9 0,0011
Valeur

médiane
(pg/mL)

IQ 188-790,8 29,6-101,6 11,6-87,4 1,9-58,9  2,4-39.6  7.2-74,1
(pg/mL)

Tableau XXXVII : Concentrations des NfL et des pNfH dans le plasma des patients atteints de maladies du spectre
DLFT-SLA ou de MPP et des sujets Pré-S et CTS. Abréviations : CTS : contrles sains non mutés ; IQ :
interquartiles ; MPP : maladies psychiatriques primaires ; Pré-S : sujets présymptomatiques porteurs de mutations
impliquées dans les DLFT.
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. Neurofilaments a chaine légére

Comme dans la premicre étape de cette étude, les patients atteints de maladies du spectre
DLFT-SLA ont présenté des concentrations plasmatiques en NfL statistiquement supérieures
aux sujets atteints de MPP. Le seuil de 16 pg/mL, permettant de distinguer au mieux ces groupes
de maladies, a également été retrouvé (AUC = 0,88 ; p-value < 0,0001), associé a des valeurs
de sensibilité (92 %) et de spécificité (92 %) comparables. Au sein des maladies du spectre
DLFT-SLA, les cas de SLA et de DLFT+SLA présentaient des concentrations plasmatiques en
NfL plus élevées que les patients atteints de DLFT pure. Chez ces derniers, les valeurs de NfL
plasmatiques étaient augmentées en comparaison des sujets pré-S, CTS ou atteints de MPP
(figure 79). Au sein des DLFT pures, les valeurs des NfL étaient statistiquement plus hautes
dans le plasma des patients présentant une mutation dans le géne GRN, comparé aux sujets
présentant une mutation dans le géne C9ORF72 (p =0,013) ou aux cas sporadiques (p = 0,022).
Aucune différence de concentration n’a été mise en évidence entre ces deux derniers groupes

(p=0,17).
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Figure 79 : Concentrations des NfL dans le plasma des patients atteints de SLA, de DLFT+SLA, de DLFT ou de
MPP et des sujets pré-S ou CTS. Les croix rouges symbolisent les valeurs aberrantes. * p value < 0,05.
Abréviations : CTS : controles sains non mutés ; MPP : maladies psychiatriques primaires ; Pré-S : sujets
présymptomatiques porteurs de mutations impliquées dans les DLFT.
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. Neurofilaments a chaine lourde phosphorylés

L’étude des pNfH dans la cohorte ¢élargie en échantillons plasmatiques a montré qu’augmenter
le nombre de patients ne permettait pas de faire apparaitre de différence significative entre la
cohorte globale des patients atteints de maladies du spectre DLFT-SLA et ceux souffrant de
MPP (p =0,29).

Cependant, Au sein des maladies du spectre DLFT-SLA, les valeurs des pNfH les plus élevées
ont été mesurées chez les patients atteints d’une SLA. Ces concentrations chez les patients
affichant des symptomes moteurs (SLA et DLFT+SLA regroupées) étaient par ailleurs plus
¢levées que chez les patients atteints de DLFT pure (p=0,0019). Ces derniers n’ont pas présenté
de différence statistique dans leurs concentrations en pNfH comparé aux patients atteints de

MPP, et aux sujets CTS et pré-S (figure 80).

Au sein des DLFT pure, aucune différence de concentration des pNfH n’a été¢ mise en évidence

en fonction du statut génétique des patients (p = 0,39).
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Figure 80 : Concentrations des NfL dans le plasma des patients atteints de SLA, de DLFT+SLA, de DLFT pure ou
de MPP et des sujets pré-S ou CTS. * p value < 0,05. Abréviations : CTS : contrdles sains non mutés ; MPP :

maladies psychiatriques primaires ; Pré-S : sujets présymptomatiques porteurs de mutations impliquées dans les
DLEFT.
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3. Discussion

Dans cette étude rétrospective, cinq protéines (t-Tau, NfL, pNfH, UCH-L1 et GFAP) ont été
mesurées dans des échantillons de LCS et/ou de plasma provenant de patients atteints de
maladies du spectre DLFT-SLA ou de MPP, mais aussi de sujets présymptomatiques porteurs

de mutations impliquées dans les DLFT et de contrdles sains.

Les concentrations dans les deux matrices ont €té mesurées par une technologie ultrasensible,
permettant de détecter des analytes a des concentrations mille fois plus faibles qu’un test ELISA
classique. Le fait d’avoir obtenu des valeurs supérieures aux LDQ dans les échantillons
plasmatiques valide le potentiel du SiMoA dans le dosage de marqueurs sanguins. En effet, les
concentrations en protéines cérébrales dans ce fluide biologique sont généralement moins
¢levées que dans le LCS (369). Notre étude a permis d’observer qu’une fraction suffisamment
importante de chaque protéine a néanmoins pu franchir la BHE et/ou la BHM pour étre mesurée.
Pour corroborer cette observation, il a été vérifi¢ pour chaque analyte la corrélation entre les
valeurs mesurées dans le LCS et le plasma, chez des patients pour lesquels des échantillons
couplés de ces deux fluides étaient accessibles. Ainsi, une forte corrélation a été mise en
¢vidence pour les NfL. Celle-ci était intermédiaire pour les pNfH et UCH L1, et faible pour la
GFAP et la t-Tau.

Pour les NfL, cette observation est concordante avec la littérature au sein du spectre DLFT-SLA
(457,506). Par ailleurs, dans une étude portant sur la maladie de Huntington, une corrélation de
méme intensité a ét¢ mise en évidence avec des effectifs comparables (434). Des résultats
similaires ont également été rapportés chez des patients atteints de MA, démontrant que les
concentrations en NfL plasmatiques ne sont pas le reflet d’événements cérébraux uniquement
dans les DLFT (507).

Une telle corrélation a aussi été décrite pour les pNfH, notamment chez des sujets souffrant de
DLFT, de SLA ou des individus controles (457,458). Dans notre étude, elle apparait cependant
moins forte pour ce marqueur que pour les NfL. Si tous les mécanismes de libération et de
dégradation des neurofilaments ne sont pas intégralement connus, cette différence pourrait
néanmoins s’expliquer en partie par le fait que les pNfH puissent étre recrutés dans des agrégats

hétérogenes sanguins (508).
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Il a également été avancé I’hypothése par certains auteurs que les NfL, de plus petit poids
moléculaire, pourraient diffuser plus facilement que les pNfH du tissu cérébral aux fluides
biologiques (455). Cependant, les concentrations plasmatiques des deux neurofilaments étaient
du méme ordre de grandeur, permettant d’émettre des réserves concernant 1’influence de la
taille de ces protéines sur leur diffusion. La différence observée entre les NfL et les pNfH dans
le LCS pourrait alors plutdt étre expliquée par le ratio de production des sous-unités des

neurofilaments, de 1 pour 5 en faveur des NfL (455).

Observer une corrélation des concentrations entre le LCS et le plasma est également concordant
avec la littérature pour UCH L1. Cette protéine a notamment été trés étudiée dans les contextes
de traumatisme cranien et de SLA. La corrélation pour la GFAP est beaucoup plus faible, et

concordante avec ce qui a pu étre observé dans le contexte de DFLT-SLA (509-511).

Une faible corrélation a pu étre mise en évidence pour la t-Tau dans cette étude, venant
confirmer des résultats rapportés par ailleurs (424). Cependant, pour cette protéine, la
concordance entre les valeurs mesurées dans le LCS et le plasma a été décrite comme faible,
tandis que dans notre étude le seuil de significativité statistique a presque été atteint. malgré de
nombreuses études trés récentes, le dosage de la t-Tau plasmatique ne semble pas étre un
marqueur trés pertinent dans le cadre du diagnostic de la MA, alors qu’elle est un biomarqueur
de premicere intention de cette pathologie lorsqu’elle est mesurée dans le LCS. Ceci démontre
que la relation entre la t-Tau quantifiée dans ces deux fluides biologiques reste difficile a établir

(423).

En parallele des études de corrélation, le potentiel intérét diagnostique des cinq protéines a été
évalué dans le cadre du diagnostic différentiel des maladies du spectre DLFT-SLA et des MPP.
Les NfL ont présenté¢ les performances diagnostiques les plus intéressantes du panel, en
permettant de distinguer les deux groupes de pathologies a la fois dans le LCS et dans le plasma.
Ces résultats, concordants avec la littérature, pourraient s’expliquer par le fait que les NfL sont
des marqueurs de lésion axonale, qui semble quasi-absente dans les MPP contrairement aux
maladies neurodégénératives (370,444-446). Pour ces protéines, les concentrations de
1000 pg/mL dans le LCS et de 16 pg/mL dans le plasma ont offert le meilleur compromis entre

sensibilité et spécificité pour distinguer les deux groupes d’intérét.
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Le seuil de 16 pg/mL pour les NfL plasmatiques, déterminé dans de relativement petites
cohortes, est néanmoins proche de celui obtenu dans une étude incluant de grands échantillons
de patients, dans laquelle les dosages ont été effectués par la méme technologie que nous

(SiMoA) (444).

Nos résultats, confortés par la littérature, suggerent que les NfL pourraient servir de marqueur
de différenciation entre les DLFT et les MPP, répondant alors a un réel besoin des cliniciens
(255,512). Leur validation dans ce contexte nécessitera néanmoins une harmonisation des
conditions préanalytiques et analytiques, comme pour les biomarqueurs de la MA (513). Des
valeurs normales de référence devront aussi étre établies. Il a été suggéré que celles-ci soient
définies en fonction de 1’age des sujets (370). En effet, chez ’adulte, une augmentation de 2 %
par an des NfL a été décrite (514). Dans notre étude, cette augmentation physiologique semble
cependant largement masquée par 1’augmentation liée aux pathologies du spectre DLF-SLA,
puisque les patients étaient statistiquement du méme age que les sujets souffrant de MPP et
présentaient pourtant des taux trés supérieurs de NfL. De plus, le fait que les concentrations de
ce marqueur soient apparues comme statistiquement similaires entre les patients atteints de
MPP et les sujets sains, pourtant plus jeunes, permet de relativiser 1’effet de 1’age sur les valeurs
de ce marqueur dans la population générale. Ainsi, en cas de ponction lombaire dans le cadre
du soin courant pour le bilan diagnostique des troubles cognitifs comportementaux, le dosage
des NFL pourrait étre proposé en analyse complémentaire. En outre, la trés bonne corrélation
observée entre le LCS et le sang rend ces matrices interchangeables. Le recours a un
prélevement sanguin plutot qu’a une ponction lombaire est alors envisageable, notamment chez
des patients présentant des troubles du comportement importants rendant délicate la réalisation
de cette derniere. Ce type de prélévement offrirait en outre la possibilité d’assurer le suivi de
I’évolution de la maladie (402,450,452,453). Ce suivi pourrait aussi étre réalisé chez les sujets
présymptomatiques. En effet, certaines études ont décrit une augmentation des NfL
plasmatiques un a deux ans avant I’apparition des premiers signes cliniques, bien que cette
augmentation ne semble pas systématique (449,451). Dans notre étude, les concentrations de
ces protéines n’étaient pas significativement différentes entre les contrdles sains et les sujets
présymptomatiques, peut-étre parce que ces derniers étaient loin de la phénoconversion. En
effet, lors de I’entretien avec des neurologues experts dans le cadre de I’examen diagnostique
génétique des DLFT, aucun trouble cognitif, méme mineur, n’a été¢ observé chez ces sujets.
L’influence du type de variant pathogéne sur la concentration des NfL a également été

confirmée dans cette étude, en accord avec la littérature (420).
202



En effet, au sein des DLFT, les concentrations les plus €élevées en NfL ont été mesurées chez
les patients présentant une mutation du géne GRN en comparaison des autres sujets. Chez ces
individus, P’atteinte de la substance blanche est également souvent importante et 1’atrophie
corticale se développe rapidement (314,321). Ces observations permettent de supposer que les
processus physiopathologiques impliqués dans les différents types de DLFT ne sont pas
forcément identiques, et que les NfL pourraient constituer un argument supplémentaire pour

orienter vers 1’une ou 1’autre des anomalies génétiques.

Une corrélation entre les valeurs des NfL et des pNfH dans le LCS a été observée, 1a encore en
accord avec la littérature (455). Elle pourrait s’expliquer par le fait que les pNfH, comme les
NfL, sont des marqueurs de la lyse axonale (427). Cependant notre é¢tude a aussi montré des
différences entre eux. En effet, la mesure des pNfH n’a pas permis de distinguer les maladies
du spectre DLFT-SLA des MPP, que ce soit dans le LCS ou le plasma. De facon intéressante,
aucune différence significative n’a été observée entre les patients atteints de DLFT isolée et de
MPP. Peu de données sont disponibles concernant 1’intérét des pNfH pour le diagnostic
différentiel de ces pathologies. Des études comparatives des concentrations de ce marqueur
dans le LCS et le plasma de patients atteints de DLFT et de sujets contrdles ont cependant été
menées (457-461,515). Leurs résultats sont contradictoires, puisque chez les patients atteints
de DLFT, les pNfH semblent pouvoir étre augmentés ou normaux. L’augmentation parfois
observée pourrait cependant étre médiée par des patients présentant des troubles moteurs
associés. Cette hypothese est concordante avec nos résultats dans le LCS, puisque des valeurs
de pNfH augmentées ont €té mises en évidence chez les patients présentant des troubles moteurs
(SLA et DLFT+SLA regroupées) en comparaison des patients atteints de DLFT pure. Dans la
cohorte enrichie en échantillons plasmatiques, des résultats similaires ont été observés. Les
sujets SLA ont par ailleurs présentés une valeur médiane de pNfH plasmatiques 100 fois plus
¢levée que les sujets sains. Cette augmentation est 10 fois supérieure a celle observée avec les
NfL chez ces patients. De plus, il a été rapporté dans la littérature que dans le cadre du
diagnostic de la SLA, le dosage des pNfH présenterait de meilleures performances que celui
des NfL en termes de sensibilité et de spécificité. La concentration des premiers refléterait
¢galement mieux le degré de 1’atteinte neurologique au cours du temps (456,516). Ainsi, les
résultats de notre étude, associés aux données de la littérature, suggerent que les pNfH plus que
les NfL pourraient étre d’excellents marqueurs de diagnostic et de suivi des SLA

symptomatiques.
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Leur cinétique chez les sujets présymptomatiques est source de débat. En effet, une
augmentation de leur valeurs chez certains de ces individus a été rapportée, mais ne semble pas
systématique (517,518). Dans notre étude, les concentrations des pNfH n’étaient pas différentes
entre les sujets controles et les sujets présymptomatiques. Cependant, comme pour les NfL,
peut-étre que ces derniers €taient loin de la phénoconversion. Lorsque I’augmentation des pNfH
chez les sujets présymptomatiques sera mieux caractérisée, la corrélation des valeurs entre le
LCS et le plasma, mise en évidence ici et confirmé dans la littérature, permettra d’envisager ces

protéines comme un marqueur de dépistage précoce de la SLA (519).

La t-Tau, était le troisieme et dernier marqueur de dégénérescence axonale analysé dans cette
¢tude (354). Bien que peu spécifique des DLFT, cette protéine quantifiée dans le LCS a permis
de réaliser un diagnostic différentiel entre ces pathologies et les MPP. Ce résulat est en accord
avec la littérature (493). En considérant les individus atteints de MPP comme des sujets
contrdles, nous retrouvons les mémes résultats que Bourbouli er al (364). Les performances
analytiques de la t-Tau étaient néanmoins légérement inférieures a celles des NfL et d’UCH L1
dans cette matrice. De plus, dans la littérature, une absence de différence de concentration entre
des sujets atteints de DLFT et des individus controles a aussi été rapportée (420—422). Si les
travaux portant sur la mesure de la t-Tau dans le LCS de patients atteints de DLFT ont présenté
des résultats contradictoires, ils ont néanmoins tous révélé de larges amplitudes dans les valeurs
mesurées et un recouvrement important entre les groupes de patients. Ces observations ont été
retrouvées dans notre étude. Celle-ci a par ailleurs mis en lumiére une absence de résultat
tangible dans le plasma, également décrite par certains auteurs notamment dans un contexte de

MA (423).

En parallele des marqueurs de lyse axonale, UCH L1 a également été étudiée. Il s’agit d’une
protéine liée au SUP, tres exprimée au sein du SNC (496). Mesurer ses concentrations dans les
fluides biologiques de patients atteints de DLFT et/ou de SLA semblait pertinent, car des
mutations génétiques impliquées dans ces pathologies ont été associées a un défaut du SUP. De
plus, la présence au niveau cérébral de protéines anormalement ubiquitinylées et non dégradées
est une caractéristique importante des DLFT (75,76,520). Enfin, un site d’ubiquitination
pathologique a été mis en évidence chez des patients atteints de SLA (163). UCH L1 s’est révéleé
étre un marqueur trés intéressant dans un contexte de diagnostic étiologique de troubles du
comportement. Dans notre travail, son dosage a permis de distinguer les deux groupes DFLT-

SLA et MPP avec de bonnes performances diagnostiques, quelle que soit la matrice.
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A notre connaissance, il s’agit d’un résultat qui n’a jamais fait 1’objet de publication dans ce
contexte clinique. En effet, une étude comparative des valeurs d’UCH L1 dans le LCS de sujets
controles et de patients atteints de DLFT n’avait révélée aucune variation particulieére chez ces
derniers. Des concentrations augmentées de cette protéine ont néanmoins ét¢ mesurées chez les
patients souffrant de DLFT associées a des atteintes motrices (521). De plus, des analyses
récentes en spectrométrie de masse ont montré que les taux de cette protéine mesurés dans le
LCS pouvaient étre tres augmentés dans un contexte de SLA (510,522). Enfin, UCH L1 a
¢galement ¢ét¢ décrite comme diminuée dans certaines MPP (523). Ces données sont
globalement plutét en accord avec les résultats encourageants de notre étude, qui devront

maintenant étre confirmés par des travaux sur de plus grandes cohortes.

La GFAP ¢tait le dernier marqueur du panel. Cette protéine est impliquée dans le
fonctionnement des astrocytes. Etudier différents types de cellules nerveuses peut étre une
approche intéressante pour maximiser les chances de trouver un marqueur performant. De plus,
I’activation des astrocytes engendre une augmentation de concentration de la GFAP, qui a par
exemple pu étre mesurée dans le LCS de patients atteints de MA et de maladie de Creutzfeldt
Jakob (503). Si un phénomene d’astrogliose cérébrale a également été observé dans les MPP,
celle-ci semble moins intense dans ces maladies que dans les DLFT (504,505). Pourtant, dans
notre étude, le dosage de la GFAP n’a pas permis de distinguer ces deux groupes de pathologies,
que ce soit dans le LCS ou le plasma. Les données de la littérature concernant les concentrations
de GFAP dans un contexte de DLFT ont abouti a des conclusions contradictoires. En effet, clles
semblent parfois €tre augmentées dans le LCS ou dans des matrices issues du sang des patients,
mais ce phénomene ne semble pas systématique (510,524-527). Les niveaux de GFAP
pourraient en fait étre autant influencés par 1’intensité de la neurodégénération que par le statut
génétique des patients (527). En outre, 1’élévation des valeurs de la GFAP chez les patients
atteints de DLFT ne semble survenir qu’au stade symptomatique de la maladie pour ensuite
augmenter régulierement (510,526). Les concentrations de GFAP pourraient donc également
dépendre du temps écoulé entre 1’apparition des premiers symptdmes et la réalisation de la
ponction lombaire et/ou du prélévement sanguin. Enfin, si les concentrations plasmatiques de
GFAP semblent pouvoir étre diminuées chez les individus souffrant de schizophrénie, les

patients atteints de dépression sévere ou de troubles bipolaires ne semblent pas affectés (528).
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Finalement, malgré de petites cohortes, ce travail apporte des arguments supplémentaires de
’utilité¢ de marqueurs non spécifiques pour renforcer le diagnostic des maladies du spectre
DLFT-SLA. Nous avons également pu préciser, au sein de ce spectre, les différents contextes
cliniques dans lesquels il pourrait étre recommandé¢ d’utiliser plus particulierement les NfL et
les pNfH. Les trés bonnes performances de certains de ces marqueurs incitent a continuer les
évaluations. A cette fin, la collaboration avec le centre hospitalier spécialisé Le Vinatier va se
poursuivre par une étude prospective d’une plus large cohorte de patients souffrant de MPP

bien caractérisés.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Les DLFT, qui représentent la deuxiéme cause de troubles neurocognitifs dégénératifs chez
I’adulte de moins de 65 ans, sont hétérogeénes d’un point de vue clinique et peuvent présenter
des recouvrements symptomatologiques avec d’autres maladies neurodégénératives mais aussi

avec des pathologies psychiatriques primaires.

Ces maladies se caractérisent par la présence d’agrégats protéiques cérébraux composés
majoritairement de TDP-43. L’accumulation de cette protéine dans des inclusions
cytoplasmiques, sous formes hyperphosphorylées, tronquées et agrégées dans le cortex des
lobes frontaux et/ou temporaux des patients est ainsi un marqueur pathognomonique des
DLFT-TDP, permettant d’obtenir un diagnostic de certitude (25,26,75). De telles analyses ne
peuvent cependant étre effectuées qu’en post mortem. En 2015, un essai comparatif de
prélevement de tissu cérébral par craniotomie ou a I’aide d’une aiguille a été effectué sur des
patients autopsiés, pour évaluer leur intérét dans le diagnostic de différentes maladies
neurodégénératives, dont les DLFT-TDP. Des résultats jugés intéressants, associés a des risques
de complications et de mortalité estimés plus faibles pour le prélévement par aiguille, a permis
aux auteurs de conclure que la faisabilité de cette méthode méritait d’étre testée sur des patients
vivants (529). A ce jour, aucun essai de ce type n’a cependant été initi¢ et il n’existe aucun
marqueur ¢tiologique des DLFT accessible du vivant des patients, a I’exception des examens

de biologie moléculaire.

Un des objectifs principaux de ce travail était alors de déterminer si la TDP-43 présente dans
les inclusions cérébrales pouvait €tre mise en évidence dans les fluides biologiques. Les études
plutdt pessimistes sur 1’intérét du dosage quantitatif de la TDP-43 nous ont conduit a nous
interroger sur la qualité des outils disponibles pour cette détection. Pour répondre a cette
problématique, nous avons décidé de produire de nouveaux anticorps dirigés contre cette
protéine et plus particulierement les isoformes décrites comme liées a la pathologie. Ce travail
a été réalis€é dans le cadre d’un partenariat avec la société de biotechnologie allemande
Roboscreen a partir de peptides de synthese. Plusieurs nouveaux anticorps ont pu étre produits,
dont certains dirigés contre les isoformes phosphorylées de la protéine. Nous avons pu
démontrer au cours de ce travail que leurs qualités analytiques, testées par Western Blot, sont
¢quivalentes aux anticorps commerciaux disponibles. Il est maintenant nécessaire de vérifier
leur performance sur des coupes tissulaires en immunohistochimie pour compléter leur

caractérisation.
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L’¢tude de la TDP-43 par ces nouveaux anticorps dans différentes matrices a permis de
développer et valider une méthode nouvelle de détection par technologie Simple Western. Ce
développement est important car cette technologie automatisée et miniaturisée, développée sur
I’automate Peggy Sue, est particulicrement adapté au screening a haut-débit des anticorps et
des matrices. De plus I’interprétation des signaux mesurés dans les capillaires par méthode
semi-quantitative semble présenter un niveau de variabilité acceptable sur des échantillons
purifiés, de I’ordre de celle obtenues par technique ELISA. Cette technique offre ainsi des

perspectives encourageantes pour la poursuite des travaux.

L’étude qualitative de la TDP-43 dans le LCS et le plasma a permis de montrer, que les
protéines circulantes sont sources d’interférences importantes sur sa détection. Ces données
soulignent la difficulté de mettre en évidence une isoforme d’une protéine spécifique d’origine
cérébrale, probablement en quantité trés faible, dans un environnement complexe. En revanche,
la détection de la TDP-43 totale et phosphorylée dans des lysats plaquettaires semble plus
pertinente car plus spécifique et moins soumise a ces interférences. Les premiers résultats que
nous avons obtenus en comparant, sous forme d’un rapport, I’isoforme totale et les isoformes
phosphorylées sont encourageants et devront étre confirmés sur des cohortes de patients plus

importantes.

Devant ces difficultés de détection de la TDP-43 et compte tenu de I’hétérogénéité de la
physiopathologie de ces maladies, I’évaluation de marqueur indirects est également un axe
pertinent a explorer. Parmi différents marqueurs proposés dans la littérature, de nombreuses
études ont démontré 1’intérét de la mesure des neurofilaments, plus particulierement les NfL et
les pNfH. Cependant, ces marqueurs ne sont pas spécifiques et se révelent etre augmentés dans
le LCS et le plasma de trés nombreuses maladies neurologiques responsables d’atteintes
centrales ou périphériques. A I’image des résultats de la littérature, nous avons confirmé cet
intérét dans nos travaux. Nous avons €galement et surtout pu apporter des arguments pour
envisager un cadre de prescription qui nous semble plus pertinent pour ces marqueurs. En effet,
les NfL apparaissent comme de trés bons marqueurs permettant de différencier les maladies
psychiatriques primaires des DLFT-SLA, alors que les pNfH semblent particuliérement bien

adapté aux maladies associées a des symptomes moteurs.
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Les tres bonnes performances des NfL et I’intérét qu’ils suscitent aupreés d’un grands nombre
de professionnels laissent entrevoir leur potentiel comme biomarqueurs des DLFT, mais
¢galement de trés nombreuses autres maladies neurologiques. Cependant, avant d’envisager
leur usage en routine clinique, d’autres étapes de validation sont nécessaires pour garantir leur
fiabilité analytique et diagnostique et pour pouvoir correctement les positionner dans le

parcours de soin des patients (530,531).

Ce travail de thése a finalement également permis de mettre en lumiére 1’intérét de la protéine
UCH L1 dans ce contexte de diagnostic différentiel des DLFT et des maladies psychiatriques.
Ce résultat n’ayant été que peu décrit dans la littérature, il sera alors intéressant de prolonger

les recherches sur de plus grandes cohortes de patients.
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Annexes

Annexe 1 : Article portant sur le développement de la méthode de détection de la TDP-43 en

Simple western.

Fourier A, Escal J, Bernard E, Lachman I, Perret-Liaudet A, Leblanc P, Quadrio I.
Development of an automated capillary nano-immunoassay - Simple Western assay - to
quantify total TDP43 protein in human platelet samples. Analytical and Bioanalytical
Chemistry (2019). doi: 10.1007/s00216-018-1437-4.

Annexe 2 : Article portant sur I’intérét comparé¢ des NfL et des pNfH dans un contexte de

maladie du spectre DLFT-SLA.

Escal J, Fourier A, Formaglio M, Zimmer L, Bernard E, Mollion H, Bost M, Herrmann M,
Ollagnon-Roman E, Quadrio I, Dorey JM. Comparative diagnosis interest of NfL and pNfH in
CSF and plasma in a context of FTD-ALS spectrum. Journal of Neurology (2021). doi:
10.1007/s00415-021-10714-3.
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Abstract

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

Keywords Dementia - TDP43 proteinopathies - Capillary electrophoresis/electrophoresis - High-throughput screening assays -
Biomarkers
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Frontotemporal lobar degeneration (FTLD) is a clinically and
pathologically heterogeneous syndrome, characterized by
progressive atrophy of frontal and/or anterior temporal lobes
[1]. FTLD spectrum is the second cause of young-onset de-
mentia [2]. Different clinical syndromes exist, defined on the
basis of leading features at presentation. They include behav-
ioral frontotemporal dementia (bvFTD) and other cognitive
syndromes impairing language capabilities primarily [3, 4].
In addition, both syndromes can overlap with motor neuron
diseases [5]. The diagnosis of FTLD with definite pathology
relies on the association of a clinical diagnosis with different
core features depending on the syndrome and either presence
of histopathologic evidence of specific protein aggregates or a
known pathogenic mutation [6, 7].

In 2006, Neumann et al. discovered TDP43 protein as the
major component of ubiquitin-positive, tau- and alpha-
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synuclein negative inclusions in FTLD [8]. TDP43 cerebral
inclusions contain an accumulation of native protein, but also
hyperphosphorylated and truncated forms of TDP43 protein
[9]. Numerous studies have been performed so far to elucidate
TDP43 protein’s functions, metabolism and misprocessing
[10]. Otherwise, a lot of research has been done to detect
TDP43 protein in patients’ biofluids, potentially providing a
diagnostic, prognostic and/or therapeutic evaluation biomark-
er [11]. Cerebrospinal fluid (CSF) markers are commonly
evaluated in neurodegenerative diseases [12]. Plasma samples
are less invasive, but neurodegenerative markers may exhibit
lower concentrations than in CSF. Developing blood-based
biomarkers could then become challenging in the absence of
sensitive enough technologies [13]. Currently, no CSF or plas-
ma biomarker can positively identify living FTLD patients
[14]. Some studies showed differences in TDP43 protein be-
tween FTLD patients and other neurodegenerative diseases or
controls in both matrices [15, 16]. However, quantification of
TDP43 protein in CSF and plasma gave contradictory results
so far. Potential reasons to these discrepancies could be the
very low concentration of this protein or the low-binding af-
finity of the antibodies in the presence of abundant immuno-
globulins and albumin, underscoring the necessity to identify
disease-specific patterns [17]. Interestingly, different high-
throughput Western blot platforms exhibit qualitative patterns
associated to quantitative results and offer simplified
workflows compared to traditional Western Blot [18-20].
Moreover, some studies highlighted an important role of plate-
lets in neurodegenerative diseases, thus providing a new po-
tential matrix for biomarkers’ discovery [21].

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

Material and methods
Samples
Endogenous TDP43 protein in cell culture lysates

The human embryonary kidney cell line HEK293T was ob-
tained from the Généthon (Evry, France). Cells were cultured
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in DMEM-Glutamax medium supplemented with 10% Fetal
Bovine Serum (FBS) and penicillin/streptomycin
(Invitrogen). The human neuroblastoma cell line SH SY5Y
was obtained from Sigma-Aldrich® (Saint-Louis, USA) and
was cultured in DMEM-F12 (1/1) Glutamax supplemented
with 10% FBS, non-essential amino acids and penicillin/
streptomycin (Invitrogen®, Carlsbad, USA). SH SY5Y and
HEK293T cells were recovered in 1x PBS and pelleted by
centrifugation at 4 °C. Cell pellets were suspended and lysed
in Laemmli lysis sample buffer (6% Tris HCI pH 6.8, 10% f3-
mercaptoethanol, 4% SDS, glycerol and bromophenol blue)
and sonicated at 4 °C. Cell lysates were frozen at — 20 °C until
further analyses.

Study population and C9ORF72 genetic testing

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

Blood fractionation of samples

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

Recombinant TDP43 protein

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

Antibodies

Rabbit polyclonal 10782-2-AP antibody (ProteinTech®,
Rosemont, USA) was chosen to detect total TDP43 protein
in the different tested matrices. This antibody is one of the
most popular anti-TDP43 antibodies and detects TDP43
aminoacids 203—-209 and aminoacids near N-terminus [24].
Rabbit polyclonal 12892-1-AP antibody (ProteinTech®,
Rosemont, USA) and mouse monoclonal 2G10 antibody
(AJ Roboscreen GmbH®, Leipzig, Germany) were used to
confirm the specificity of TDP43 protein profiles. These anti-
bodies are directed against TDP43 aminoacids 288414 and
aminoacids 201-220 respectively.

Simple Western assays

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

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

Western blot assays

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

Analytical performances of Simple Western assay

The determination of the limit of detection (LOD) and the
lowest limit of quantification (LLOQ) was performed using
6 samples containing only Sample Buffer, the reagent used to
perform dilutions with Simple Western assay. These “blank”
samples were incubated in 6 different capillaries with both
primary and secondary antibodies. Heights’ and areas’ peaks
were determined for each of these 6 “blank” samples. LOD
and LLOQ were then calculated as: LOD = average signal
(height or area) + 3* (standard deviation); LLOQ = average
signal (height or area) + 10* (standard deviation). In platelet
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samples, capillary-to-capillary variability was evaluated using
6 determinations of the same sample in the same cycle. The
correlation between calculated heights and areas of TDP43
protein signals was determined with the Pearson correlation
coefficient 7. The linearity observed for TDP43 protein signals
was assessed performing a linear regression.

Results

Development of a Simple Western assay to detect
TDP43 protein

Identical 1/50 dilutions of SH SYS5Y and HEK293T cell ly-
sates were compared using both Simple Western and Western
Blot assays. First assays were performed using rabbit poly-
clonal 10782-2-AP antibody (Fig. 1a).

Identical TDP43 protein profiles were observed in SH
SY5Y and HEK293T cell lysates using Western Blot assay,
with a band of strong intensity between 40 and 50 kDa and
faint bands between 30 and 40 kDa. The same patterns were
obtained with Simple Western assay, but bands were around
10 kDa higher than those observed with the manual technique
(54 kDa and 44 kDa respectively). In both assays, the intensity
of signals was stronger in HEK293T cell lysate. The shift of
TDP43 protein sizes was confirmed using two other anti-
TDP43 antibodies presenting a different epitope (rabbit poly-
clonal 12892-1-AP antibody) or coming from a different spe-
cies (mouse monoclonal 2G10 antibody) compared to rabbit
polyclonal 10782-2-AP antibody (Fig. 1b).

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

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

Quantitation of TDP43 protein using Simple Western
assay

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

A band of 57 kDa apparent mass was observed in all the
dilutions of recombinant GST-tagged TDP43 protein. No
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Fig. 1 Comparison of Western Blot and Simple Western TDP43 protein
profiles in HEK293T and SH SY5Ycell lysates. a Comparison of Western
Blot and Simple Western protein profiles of SH SY5Y and HEK293T cell
lysates (dilution 1/50) using rabbit polyclonal 10782-2-AP antibody. b
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using both rabbit polyclonal 12892-1-AP and mouse monoclonal 2G10
antibodies
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Fig. 2 TDP43 protein profiles in blood-derived samples using rabbit
polyclonal 10782-2-AP antibody. a Comparison of Western Blot (left)
and Simple Western (right) assays representing blood fractionation of
one patient: platelet-poor plasma (PPP) sample precipitated with ice-
cold acetone (lane 1), PPP sample - dilution 1/100 - (lane 2) and

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

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

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

dilutions of recombinant protein (from 0 to 20 pg/L) automatically
calculated by Compass for Simple Western® software. ¢ Representation
of calibration curves obtained for heights and areas signals
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Simple Western® software (heights and areas are provided in
Fig. 3b). The analysis of 6 “blank” samples, containing
Sample Buffer only, gave a limit of detection (LOD) of 371
for peak heights and 1595 for peak areas. Using the same raw
data, the lower limit of quantification (LLOQ) was 930 and
4322 for peak heights and areas respectively. Next, calibration
curves were generated: a linear calibration curve (7% =0.995
for heights and /* = 0.988 for areas) was obtained for concen-
trations below 10 pg/L (Fig. 3¢), as a saturation of signals was
observed for the highest concentration (20 pg/L).
Interestingly, a quadratic model fitted correctly to all concen-
trations (+* = 0.994 for heights and /* = 1 for areas). Using this
last fitting model, the corresponding LLOQ of recombinant
TDP43 protein were then 0.35 pg/L and 0.13 pg/L for heights
and areas respectively. The lowest standard included in the
calibration curve (0.2 pg/L) gave peak heights and peak areas
close to these calculated values (Fig. 3b).

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

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

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

Discussion

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

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

samples (200 G/L) Calculated

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

heights and areas of samples

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

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

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

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

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

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

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

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

Objective The ‘Frontotemporal dementia—Amyotrophic lateral sclerosis Spectrum’ (FAS) encompasses different phenotypes,
including cognitive disorders (frontotemporal dementia, FTD) and/or motor impairments (amyotrophic lateral sclerosis,
ALS). The aim of this study was to apprehend the specific uses of neurofilaments light chain (NfL) and phosphorylated
neurofilaments heavy chain (pNfH) in a context of FAS.

Methods First, NfL and pNfH were measured in 39 paired cerebrospinal fluid (CSF) and plasma samples of FAS and primary
psychiatric disorders (PPD) patients, considered as controls. Secondly, additional plasma samples were included to examine
a larger cohort of 81 samples composed of symptomatic FAS and PPD patients, presymptomatic and non-carrier relatives
individuals. The measures were performed using Simoa technology.

Results There was a positive correlation between CSF and plasma values for NfL (p <0.0001) and for pNfH (p =0.0036).
NfL values were higher for all phenotypes of symptomatic FAS patients compared to PPD patients (p =0.0016 in CSF;
p=0.0003 in plasma). On the contrary, pNfH values were solely increased in FAS patients exhibiting motor impairment.
Unlike symptomatic FAS patients, presymptomatic cases had comparable concentrations with non-carrier individuals.
Conclusion NfL, but not pNfH, appeared to be useful in a context of differential diagnosis between FTD and psychiatric
patients. Nevertheless, pNfH seem more specific for the diagnosis and follow-up of motor impairments. In each specific
indication, measures in CSF and plasma will provide identical interpretations.

Keywords Frontotemporal lobar degeneration - Amyotrophic lateral sclerosis - NfL - pNfH - Blood biomarker

Introduction

Frontotemporal lobar degeneration (FTLD) is an umbrella
term encompassing various neurodegenerative diseases
involving frontal and/or temporal lobes of the brain. The
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most common phenotype of FTLD, called behavioral vari-
ant of frontotemporal dementia (FTD) is characterized by
progressive behavioral changes and executive dysfunctions
[1]. A subset of patients additionally shows concomitant
motor symptoms due to amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
that co-occurs, affecting motor neurons in the motor cortex
and/or spinal cord [2]. Besides, since ALS and FTD share
pathomechanisms, including common protein aggregates
(e.g., TDP-43 and FUS) and genetic pathogenic mutations
(e.g., C9ORF72, TARDBP, and FUS), these diseases can be
considered as a continuum. In that respect, the ‘FTD-ALS
spectrum’ (FAS) groups phenotypes of FTD and/or ALS
[3]. The detection of known genetic pathogenic variants
permits to classify FTD patients in the group of individu-
als with definite FTLD pathology [4]. Concerning ALS,
when a family history of pathogenic mutation is observed,
the diagnosis may be upgraded to clinically definite familial
ALS [5]. Genetic analysis also provides a means of defining
asymptomatic FAS relatives carrying pathogenic mutations
as presymptomatic FAS (pre-FAS) and consequently offers
a window to study the earliest FAS phases [6, 7]. Though,
only approximately 30% of FTD patients have an autoso-
mal dominant pattern of inheritance and 90-95% of ALS
cases occur in people with no prior family history [8, 9].
Combined with a lack of specificity of clinical symptoms,
it results in a challenging ante mortem diagnosis of FAS.
Indeed, studies report that FTD is half of the time misdiag-
nosed as a primary psychiatric disorder (PPD) [10]. Con-
versely, PPD can be confused with FAS [11]. Moreover,
about 10% of ALS ultimately turn out to be other diseases
like multifocal motor neuropathy [12].

In this context, complementary markers to genetics are
dramatically needed to facilitate the diagnosis and monitor
the progression of FAS diseases. Among several promising
candidates, neurofilaments seem particularly interesting.
These intermediate filaments are selectively expressed by
neurons and are localized in axons, where they may undergo
post-translational modifications, including phosphorylation
that is important for the interaction with each other and
with other cytoskeletal proteins [13]. Neurofilaments are an
essential component of neuronal cytoarchitecture in addition
to participating in vital cellular functions like axonal trans-
port or myelination [14]. Neuroaxonal damages result in the
release of neurofilaments into cerebrospinal fluid (CSF) and
then into blood, where they can be measured [15].

Within this family of proteins, neurofilaments light
chain (NfL) and phosphorylated neurofilaments heavy
chain (pNfH) are the two most studied markers in FAS.
According to the literature, NfL are consistently elevated
in CSF and blood of FAS patients relative to controls [16,
17]. Results are more ambiguous for pNfH, especially when
individuals do not present motor impairment [18, 19]. It also
appears that NfL. and pNfH could increase just before the
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phenoconversion of pre-FAS both in CSF and blood [20,
21].

Despite numerous publications available, further research
is required to clarify practical indications for NfL and pNfH.
Therefore, comparing both NfL and pNfH in CSF and blood
in a single study, this work aimed at suggesting specific uses
of these promising biomarkers in a context of FTD-ALS
spectrum.

Materials and methods
Study participants

This retrospective study included symptomatic patients and
asymptomatic cases. Symptomatic patients with cognitive
disorders in the foreground were diagnosed with FTD or
PPD at the Center for Memory Resources and Research
of Lyon. They were assessed using a neurological clini-
cal examination and a neuropsychological testing battery.
Patients also underwent medical imaging and biological
analyses. Thus, lumbar puncture and/or blood collection
were performed as part of the diagnosis. Consensus diagno-
ses were made in multidisciplinary consultations according
to the current international diagnostic criteria [4, 22, 23].
Patients with motor symptoms were diagnosed at the Refer-
ence Center of ALS of the Hospital of Lyon, where they
were provided with clinical examination, medical imaging
and biological tests, according to the revised El Escorial
criteria [5].

Asymptomatic relatives to mutation carriers followed a
multi-step protocol for genetic counseling, based on inter-
national recommendations established for the predictive
genetic test for Huntington’s disease [24]. Finally, some were
themselves carriers of a pathogenic mutation (pre-FAS) and
others were not carriers (nc-FASR).

All subjects included in this study gave a written consent
to save and use their biological fluids samples for research
purposes. This study followed the Helsinki Declaration act
of 1975 and was approved by the Lyon University Hospital
ethics committee (No 19-42).

Samples collection and neurofilaments’ analysis

Blood samples were collected in tubes with EDTA, rapidly
centrifuged at 2000g for 15 min. CSF samples were obtained
by lumbar puncture via standard procedures, collected in
low binding polypropylene tubes (Sarstedt, Niimbrecht, Ger-
many) and rapidly centrifuged at 2000g for 10 min. After
centrifugation, CSF and plasma samples were divided into
aliquots and stored until analyses in deep freeze (— 80 °C)
in a biobank with authorization from the French Ministry of
Health (Declaration number DC-2008-304).
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Plasma and CSF values of NfL and pNfH were deter-
mined using the Simoa HD-1 analyzer (Quanterix, Lex-
ington, USA) in a same batch, according to the manufac-
turer’s protocols. The Simoa Neurology 4-plex and the
PNF-HEAVY kits were used to measure NfL and pNfH,
respectively.

Study design

The study was structured in two steps. In a first step, only
patients with paired plasma/CSF samples were included,
to evaluate the correlation between the two biological
fluids. Thus, NfL and pNfH values were measured in 39
symptomatic patients as follow: 29 FAS (12 familial FTD,
14 sporadic FTD, 1 ALS and 2 FTD-ALS) and 10 PPD
patients (5 depressions and 5 bipolar disorders) considered

as controls (Table 1). The selection of 12 familial FTD
patients included 9 C9ORF72 expansions, 2 GRN variants
and 1 MAPT variant.

In a second step, blood samples from patients who did
not have lumbar puncture were added to the first cohort,
to evaluate the diagnostic performances of both markers
in plasma. In total, 42 additional plasma samples were
added, leading to a second set of 81 samples as follow:
52 FAS (26 familial FTD, 16 sporadic FTD, 7 ALS and 3
FTD-ALS), 8 pre-FAS, 9 nc-FASR and 12 PPD patients
(6 depressions, 5 bipolar disorders and 1 schizophrenia)
(Table 2). Among the 26 familial FTD patients, there were
18 C9ORF72 expansions, 6 GRN variants, | MAPT variant
and 1 TARDBP variant. The selection of pre-FAS individu-
als included 6 C9ORF72 expansions and 2 GRN variants.

Table 1 Demographic

o . FTD-ALS spectrum (n=29) PPD (n=10) p value
characteristics of the paired
g?ffplzsml\? ﬂS;mpleS cohort, Gender (male/female) 11/18 5/5 p=0.7311
and p concentrations in . _

CSF and plasma Median age (years) 66.0 66.5 p=0.5208
CSF NfL (pg/mL) 2990.0 (1101.0-4360.0) 756.0 (606.0-1000.0) p=0.0016
Plasma NfL (pg/mL) 46.0 (21.5-86.2) 14.1 (11.8-16.0) p=0.0003
CSF pNfH (pg/mL) 246.5 (200.5-463.3) 270.0* (227.8-360.0) p=0.8908
Plasma pNfH (pg/mL) 56.0% (20.1-104.5) 40.4 * (18.8-81.6) p=0.8595

Concentrations are presented as median and interquartile range

ALS amyotrophic lateral sclerosis; CSF' cerebrospinal fluid; FTD frontotemporal dementia; NfL neurofila-
ments light chain; pNfH phosphorylated neurofilaments heavy chain; PPD primary psychiatric disorders

“Data obtained with one fewer patient

Table 2 Demographic characteristics of the complete cohort of patients, NfL. and pNfH concentrations in plasma

FTD-ALS spectrum (n=52) Pre-FAS (n=8) nc-FASR (n=9) PPD (n=12) p value
ALS (n=17) FTD-ALS FTD (n=42)
(n=3)
Gender (male/ 1/6 12 19/23 3/5 4/5 6/6 0.7178
female)
Median age 59 72 62 40.5 52 66 0.0042
(years)
Median symptom 0.5 (0.5-2.6) 1 (n/a) 3 (2-3.8) - - 4 (2-8.5) 0.0052
duration at
sampling
(years)
Plasma NfL (pg/ 84.4 (75.7- 108 (94.2-176.4) 46.8 (22.3-80) 10.1 (7.4-12.4) 9(6.3-12.3) 13.6 (11.7-15.7)  <0.000001
mL) 168.8)
Plasma pNfH 579 (188-790.8) 82.2 (29.6— 30.5% (11.6-87.4) 9.8°(1.9-58.9) 5.5°(2.4-39.6)  31.9° (7.2-74.1) 0.0011
(pg/mL) 101.6)

Concentrations are presented as median and interquartile range
#Data obtained with three fewer patients

"Data obtained with one fewer patient

ALS amyotrophic lateral sclerosis; FTD-ALS FTD coupled to ALS; CSF cerebrospinal fluid; FTD frontotemporal dementia; nc-FASR non-car-
rier FTD-ALS spectrum relatives; NfL neurofilaments light chain; pNfH phosphorylated neurofilaments heavy chain; pre-FAS presymptomatic

FTD-ALS spectrum; PPD primary psychiatric disorders
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Medcalc software
(v 15.11.4). Gender repartition was studied using the Chi-
square test. Correlations between CSF and plasma values
of NfL and pNfH were studied calculating the Spearman’s
correlation coefficient.

The non-parametric Mann—Whitney test was applied to
test differences between two groups, while the Kruskal-Wal-
lis test was applied for multiple group comparisons. ROC
analyses were performed to establish the diagnostic perfor-
mances of each marker. The optimal cutoff values of NfL in
CSF and plasma in terms of sensitivity and specificity were
determined by the Youden index.

Results

In the first step, analyzing the paired CSF/plasma samples,
patients showed no significant difference regarding gender
and age at biological fluids collection time (Table 1). NfL
and pNfH values were found in higher concentrations in CSF
than in plasma. There was a positive correlation between
CSF and plasma values for the two analytes. Though, the
correlation was stronger for NfL (Rho=0.880; p <0.0001)
than for pNfH (Rho=0.467; p=0.0036) (Fig. 1). For both
markers, correlations were stronger in patients exhibiting
high NfL or pNfH values (mostly FAS patients) and were
maintained when excluding outliers (data not shown).

NfL values were significantly higher in the 29 FAS
patients compared with the 10 PPD patients in CSF
(p=0.0016) and in plasma (p =0.0003) (Table 1). This
increase was found regardless of the phenotype and the
genetic status of the FAS patients in both matrices. To dis-
criminate FAS from PPD patients, the optimal cutoff values

a Rank correlation - NfL
14000
12000 i
—
E 10000 Rho = 0.880
:EI:) {000 P-value < 0.0001
= ,
Z 6000 .
¢35 x
w
S 4000 o / . x
£ e X
2000 / «
oLy

100 150

Plasma NfL (pg/mL)

0 50 200

CSF pNfll (pg/mL)

determined by the Youden index, were 1000 pg/mL in CSF
(sensitivity =79%; specificity =80%) and 16 pg/mL in
plasma (sensitivity = 86%; specificity =90%) (Supplemental
Fig. 1). In this sample set, NfL were not statistically differ-
ent between sporadic and familial FTD patients, neither in
CSF (p=0.41) nor in plasma (p=0.78). Conversely to NfL,
pNfH values were not significantly different in the cohort
of FAS patients compared with the PPD patients both in
CSF (p=0.8908) and plasma (p=0.8595) (Table 1). How-
ever, pNfH values in CSF were higher in patients with motor
impairment (ALS and FTD-ALS) in comparison to FTD
patients (p=0.0122). In plasma, this difference was not
retrieved (p =0.3160). In this sample set, pNfH values were
not statistically different between sporadic and genetic FTD
cases, neither in CSF (p=0.57) nor in plasma (p =0.41).

In the second step, analyzing the extended plasma sam-
ples cohort, subjects showed no significant difference
regarding gender (Table 2). Symptomatic FAS and PPD
patients did not show a significant difference regarding age
at biological fluids collection time.

Neither did the asymptomatic pre-FAS nor nc-FASR
cases, but both were significantly younger than the symp-
tomatic subjects (p =0.0042). The 52 FAS patients had
significantly higher plasma NfL values than the 12 PPD
patients (p <0.0001). As previously described in the first
step, this increase was found regardless of the phenotype
and the genetic status of the FAS patients. In addition, the
optimal cutoff value of 16 pg/mL in plasma, determined by
the Youden index, was retrieved, with a sensitivity of 92%
and a specificity of 92% for this larger cohort (Supplemental
Fig. 2). More in detail, the highest values were observed for
FAS patients with motor impairment. FTD patients exhibited
increased values compared to pre-FAS, nc-FASR and PPD
patients. These last three groups did not show significant
difference of NfL values (Fig. 2A). In FTD patients, NfLL

b  Rank correlation - pNfH
3000
2500
Rho = 0.467
2000 (- P-value = 0.0036
x FAS
1500
e PPD
1000
500 -
.
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0hR

100 150 200 250 300 350
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Fig. 1 Rank correlations between CSF and plasma concentrations for a NfL and b pNfH in the paired CSF/plasma samples’ cohort
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plasma values were significantly higher for patients with
GRN variants compared to patients with C9ORF72 and spo-
radic cases (Fig. 2B). Concerning pNfH, there was no sig-
nificant difference concerning plasma pNfH values of FAS
and PPD patients (p =0.2978). In the FAS group, only ALS
patients had increased plasma pNfH values. Indeed, FTD
patients exhibited identical values than pre-FAS, nc-FASR
and PPD patients (Fig. 3). In this extended cohort, pNfH val-
ues in patients with motor impairment (ALS and FTD-ALS)
were increased in comparison to FTD patients (p =0.0019).

Among FTD group, there was no difference of plasma pNfH
values between patients with GRN and C9ORF72 mutations,
or between familial and sporadic patients.

Discussion

In this retrospective study, NfL and pNfH were measured in
CSF and/or plasma of FAS and PPD patients, pre-FAS and
nc-FASR individuals with a highly sensitive single-molecule
array technology.

NfL were increased for all FAS in CSF and plasma,
regardless of their clinical manifestations, compared with
PPD patients. This observed increase for all FAS phenotypes
could be explained by the fact that NfL are non-specific
markers of neuronal damages. Despite a relatively mod-
est cohort of psychiatric patients, our optimal plasma NfL.
cutoff value of 16 pg/mL determined by the Youden index
was consistent with the literature [25]. Indeed, Al-Shweiki
et al. found close plasma NfL cutoff values comparing a
larger psychiatric cohort to FTD patients with the same
SIMOA technology. This allow us to consider that NfL can
be helpful to perform a differential diagnosis between FTD
and PPD patients, responding to a need of neurologists and
psychiatrists in current medical practice [10, 11]. Within
FTD patients, those with GRN variants had higher plasma
NfL values than others, which was again in agreement with
the literature [26]. Combined with the fact that FTD patients
with GRN mutation have also more white matter lesions and
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a faster rate of neurodegeneration, it suggests that different
processes, dependent in part on genetics, are involved in the
FTLD pathophysiology [27, 28].

No significant difference was observed for pNfH values in
CSF and plasma between all FAS patients and PPD patients.
In particular, FTD and PPD patients exhibited comparable
pNfH values. Thus, contrary to NfL, pNfH could not dis-
criminate between FTD and PPD patients, in accordance
with other studies [29, 30]. Nevertheless, increased pNfH
values were found in CSF of FAS with motor impairment
compared to FTD. In plasma, the first sample set showed
no difference between these two groups, contrary to the
extended sample set. This discrepancy is probably due to
the small size of the cohort of ALS patients in our first sam-
ple set, which was specifically designed for paired CSF and
plasma samples. The results observed in the larger sample
set are in line with other studies [31, 32]. On another note,
it was also reported in the literature that the dosage of pNfH
presents a better sensitivity and specificity for ALS than the
dosage of NfL, and that there are greater changes in pNfH
values than in NfL values throughout the ALS course [33,
34]. These observations combined with our results suggest
that pNfH more than NfL might reliably support the diag-
nosis of ALS.

There was a strong correlation between CSF and plasma
values for both NfL and pNfH markers. This finding sug-
gests that plasma and not only CSF values are the reflec-
tion of pathological changes in the brain for NfL and pNfH,
even if only a small fraction of brain proteins that cross
the blood-brain barrier is finally measured in blood [15].
Such a correlation has already been reported in FTD-ALS
spectrum, but was less described for PPD patients [29, 35].
The correlation between pNfH values in plasma and CSF
was not as strong as that of NfL. One reason could be the
sequestration of pNfH in hetero-aggregates in blood, but all
the mechanisms responsible for the release and the degrada-
tion of neurofilaments are not yet fully understood [36, 37].
The correlations were probably strengthened by the use of
a same assay Kkit, containing identical capture and detec-
tion antibodies, to assess CSF and plasma samples. Indeed,
single-molecule array technology, offering the possibility to
measure a wide range of concentrations, is suitable for both
CSF and plasma.

Consequently, CSF and plasma can be considered as
interchangeable matrices, their use depending on specific
clinical indications. On the one hand, in a context of cog-
nitive disorders, NfL could be measured in CSF if core
Alzheimer’s disease biomarkers are negative, to support
the differential diagnosis between FTD and PPD. On the
other hand, when patients exhibit strong behavioral dis-
turbances rendering the lumbar puncture difficult to per-
form, measuring NfL from blood seems to be an interest-
ing alternative. Moreover, plasma samples fit well with
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longitudinal iterative studies of symptomatic patients, but
also with the follow-up of presymptomatic individuals.

In our study, asymptomatic (pre-FAS and nc-FASR) indi-
viduals had lower NfL plasma values than FAS patients.
Despite the higher median age of the latter, this difference
in concentrations is only partly explained by the 2% per year
increase in neurofilaments described in the general popula-
tion [38]. Indeed, this slight physiological progression is
largely surpassed by the disease effect. Moreover, NfL and
pNfH plasma values were comparable between pre-FAS
individuals and nc-FASR, considered as negative controls.
In the literature, studies describing the kinetics of neurofila-
ments in CSF and/or plasma for presymptomatic FTD and/
or ALS cases remain contradictory. Indeed, some authors
reported no difference between presymptomatic carriers and
controls for NfL in FTD [20] and for pNfH in ALS [39].
Nevertheless, Benatar et al. showed an increase of CSF and
serum pNfH for converters compared to at-risk and control
cases [21]. A possible reason for these different observations
could be linked to the time of blood collection, in relation
to the onset of symptomatology. At blood collection time,
the neurological examination of the pre-FAS individuals
included in our study did not show any clinical symptom.
Pending more detailed international guidelines, it seems
relevant to monitor disease onset in presymptomatic cases
measuring both plasma NfL. and pNfH [40].

To conclude, CSF and plasma appear to be interchange-
able matrices for NfLL and pNfH measurements. The use
of one and other biological fluid would depend on specific
clinical indications. Concerning neurofilaments’ analysis,
NfL appeared particularly useful for the differential diag-
nosis between FTD and behavioral impairment linked to
psychiatric diseases. For their part, pNfH showed a weak
sensitivity for cognitive symptoms but could be specifi-
cally used for the diagnosis and the follow-up of FAS
patients with motor impairment. Thus, NfL and pNfH are
non-commutable markers but both very promising for the
diagnosis and the monitoring of the FTD—ALS spectrum.
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