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NIND: National Institute of Neurological Disordesad Stroke



NMDA : N-méthyl-D-aspartate

Opeps : Office parlementaire d’évaluation des fuplés de santé
ORSL : Observatoire Régional de la Santé en Linmousi
PEN 2 : Presenilin enhancer 2

PHF : Paired helical filaments

PhK : Phosphorylase kinase

PIB : Composé B de Pittsburg

pKA : Protéine kinase A

pKC : Proteine kinase C

PL : Ponction lombaire

PP : Polypropyléene

PSEN1 : Préséniline 1

PSEN2 : Préséniline 2

PSP : Paralysie supranucléaire progressive

P-Tau : protéine Tau phosphorylée

RL/RI : Rappel libre/rappel indicé

ROC : Receiver operating characteristic

SLA : Sclérose latérale amyotrophique

SV : Sreptavidine

Tau : Tubulin-associated unit

TEMP ou SPECT : Tomographie d’émission monophotomigu Single photon emission
computed tomography

TEP ou PET: Tomographie par émission de positrons
TSH : Thyréostimuline hypophysaire

T-Tau : protéine Tau totale

VPN : Valeur prédictive négative

VPP : Valeur prédictive positive
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INTRODUCTION

En raison du vieillissement de la population, laladee d’Alzheimer (MA) constitue, au
niveau mondial, un probléme majeur de santé publiddavantage qu’économique, son
impact sur la qualité de vie du patient et sur astourage rend nécessaire le développement
et l'utilisation d’outils diagnostiques précocesctéellement son diagnostic repose sur un
faisceau d’arguments cliniques et paracliniquessrsaule une preuve histologique provenant

du cerveau établit le diagnostic de certitude.

Depuis quelgues années, de nouveaux moyens d'afiplorse positionnant au plus prés du

processus physiopathologique sont apparus telslajugeuro-imagerie et le dosage des

biomarqueurs dans le LCR. Ceux-ci tendent a s’mtéglans les nouveaux critéres

diagnostiques de la maladie et particulierements dardiagnostic différentiel des démences
ainsi que dans les formes atypiques (présentationsamnésiques). Trois biomarqueurs sont
dosés en routine dans les centres spécialiségrot@ine Tau totale (T-Tau), la protéine Tau

phosphorylée (P-Tau) et le peptide amyloigd A2. Cependant leurs interprétations ne sont
pas toujours aisées lorsqu’il existe une discordaremtre ces trois biomarqueurs

particulierement entre la P-Tau et fA-42. Afin de corriger cette divergence, de plupkrs

de centres dosent un nouveau biomarqueur : laipecfg1-40.

Le service de biochimie du CHU de Limoges effedtudosage de ces trois biomarqueurs en
routine depuis le mois d'octobre 2009. Dans un jentemps, nous déterminerons la
performance du dosage de ces trois protéines @adimgnostic de la MA. Dans un second
temps, nous étudierons la valeur ajoutée du raftib-4#2/A31-40 pour les profils discordants.
Enfin, nous déterminerons I'impact de nos conclsibiologiques sur le diagnostic clinique

final établi par le praticien.
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

.1 Définitions

Selon la derniéere version du manuel diagnostigustagistique des troubles mentaux, le DSM
IV-TR (annexe 1), le syndrome démentiel se carsetépar une altération globale des
fonctions cognitives (mémoire, langage, praxie®sgs et fonctions exécutives) de survenue
progressive, retentissant sur la vie sociale odepsionnelle et représentant un déclin par
rapport au niveau de fonctionnement antérieur. @eeintes ne doivent pas survenir
exclusivement au cours d'un épisode de confusiontaihe et ne doivent pas étre expliquées

par un trouble psychiatrique [1].
Les grands cadres nosologiques des démences sauniivants:

- La maladie d’Alzheimer (MA)

- Les démences vasculaires et les démences mixtesci@son d’'une MA a une
pathologie cérébrovasculaire)

- Les démences avec atrophies focales (atrophiegrdsbfiontotemporales, atrophies
corticales postérieures)

- Les démences striatales (démence a corps de Legwgertte de la maladie de
Parkinson, paralysie supranucléaire progressivggerErescence corticobasale, la
chorée de Huntington...)

- Les démences par agents transmissibles (maladieedgzfeldt Jakob)

- Les démences curables regroupant les causes teximuecarentielles (éthylisme
chronique, médicamenteuses, carences vitaminiquees.fauses neurochirurgicales
(tumeurs cérébrales, hydrocéphalie a pression nermales causes métaboliques ou
endocriniennes (hypothyroidie...), les causes inflammines ou infectieuses (maladie
de Whipple, neuro-syphilis, encéphalopathie a VIH...)

- Autres démences (non dégénératives et non vases)lairpathologie de systéme
(lupus, syndrome de Gougerot-Sjogren), les syndsomparanéoplasiques, post-
traumatiques, les maladies de surcharge, les nealadiuro-inflammatoires (sclérose

en plaque)...[2]

La MA est une maladie neurodégénérative d’évolupomgressive et constitue la premiere
cause de syndrome démentiel. Elle représentenaipale cause de dépendance du sujet agé
et le motif principal d’entrée en institution. Eligbute bien avant le stade démentiel par
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'apparition de troubles cognitifs, de troubles comportement et de la personnal
L’évolution de la maladie se déroule sur plusiecanmées, aboutissant a une déjance
affectant les actités de la vie quotidienne I'entourage. Elleest définie paun syndrome
démentiel associé a I'existence daques amyloidesl’'une dégénérescence neurofibrillaire

d’'une perte neuronale a I'examen histologique duez
1.2 Epidémiologie

La MA est la plus fréguente des dérces du sujet agé (70% des cas).

Au niveau mondil, le nombre de cas de démes a déjadépassé 24 millions dc 4,6
millions de nouveaux cashaque ann¢ [3]. En France, en 2010e nombre de cas
démences selon les étudegtéévalué entre 750 000 et 850 000, 90#% de la populatio
totale dont plus de 70% de femmes, avee incidence estimée a 1820 nouveaux cas p
an [4] D’ici 2050 ce nomb devrait étre multiplié par 2,4 soit 1 80®0 de cas ce qui
représente 2,6% de la populattotale (Figure 1). Briron 60% des cas vivent dans des
développés. Apres 85 ans, une femme sur 4 et umleasur 5 sont touch [5].

3000 4

France

2500 4

2000 +

1500 4

1000 4

500 4

Number of cases of dementia (in thousand)

0 . . . . . . . . . .
2005 2010 2015 2020 2025 2030 2035 2040 2045 2050
Years

20 000 - Europe
18 000 -

16 0004
14 000
12 000
10 000+

8000+

000
4000 1
20001

Number of case of dementia (in thousand)

0
2005 2010 2015 2020 2025 2030 2035 2040 2045 2050
Years

Figure 1. Evolution du nombre de cas de démensen France et en Europe jusqu’en 20¢ [4]

Selon 'ORSL (Observatoire Régional de la Santé.iemousin), en 200t 16 400 personnes
de 65 ans ou plus étaient atteintes de démended(6b de cette tranche d’age et 2,2% ¢

population limousine) dont : 500 cas environ de MA aveddd0 nouveaux cas/an. Selon
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prévisions démographiques et avec une prévalencstartde, en 2030, le nombre de cas

atteindrait 21 300 soit 2,9% de la population régle [6].

Le colt médico-social de cette maladie est treséélet la famille serait le principal
contributeur financier. Le rapport de I'Opeps (Offi parlementaire d’évaluation des
politiques de santé) de 2005 sur la MA et les matadpparentées évalue le colt annuel
moyen par patient a 22 099 € dont 5 791 € de désemedicales et 16 307 € de dépenses
médico-sociales (dont 55% a la charge des fami[lds)Tous ces chiffres révélent un réel
probleme de santé publique et ont motivé la créatimn Plan Alzheimer 2008-2012 se
déclinant en 44 mesures spécifiques, regroupéed ares majeurs couvrant les aspects

sociaux (améliorer la qualité de vie des patienhtiedeur famille), médicaux et de recherche.

1.3 Geénétique et facteurs de risque

Nous pouvons difféerencier deux formes de MA : lanfe familiale a transmission
autosomique dominante, associée a un age de dédmdcp, et la forme commune dite «
sporadique » qui résulte de l'interaction de fact@nvironnementaux et génétiques.

Une grande partie des connaissances sur la phylsadpgie de la MA provient des formes

monogéeniques autosomiques de la maladie qui regergemoins de 1% des maladies
d’Alzheimer [8]. Elles sont dues a des mutationdadpréséniline 1 ou PSEN1 (69%), de la
protéine précurseur du peptide amyloide ou APP#aDet plus rarement de la préséniline 2
ou PSEN2 (2%) [9].

Les premiéres mutations décrites concernent le gdpPe situé sur le chromosome 21
expliguant que les patients atteints de trisomi®lun risque augmenté de développer une
MA aprés 30 ans [10]. Il existe plus de 27 mutaialecrites, la plus fréquente étant
Val717lle, et 'age de début de la maladie se stokee 37 et 64 ans. Le phénotype associé
aux mutations du gene APP peut également se teaghair une angiopathie amyloide, un

syndrome extrapyramidal ou une démence a corpewy [10].

Décrit depuis 1995, le gene le plus fréquent danf®ime familiale de la MA code pour la
préséniline 1 (PSEN1) situé sur le chromosome 14 Rlus de 166 mutations décrites sont
associées a un age de début précoce de la mdladiphénotypes associés peuvent étre trés
divers (paraplégie spastique, anomalie de la sabstdlanche, ataxie, forme frontale,

syndrome extrapyramidal et démence a corps de LEWOY)
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Les mutations concernant le géene PSEN2 situé scinremosome 1 également identifié en
1995 sont rares (10 mutations décrites) [12]. Lénplype associé est celui d'une MA

classique avec un age de début plus tardif (jusgprans) [10].

Toutes ces mutations augmentent la production gtigeeAB constituant les plaques séniles.
En effet, la mesure des niveaux d’expressiond-40 et d’A31-42in vitro dans des cellules
transfectées avec difféerentes mutations PSEN1&/é&é& une augmentation du rappofilA
42/AB1-40, liée a la surproduction dpA-42 et une diminution d’Al-40 pour quelques
mutations [13].

L’étude de ces formes autosomiques dominantesgestréent utile pour la compréhension
de la physiopathologie de la forme sporadique, motant la cascade amyloide. Toutefois

environ 10% des formes autosomiques dominantesntasiexpliquées.

En pratique clinique, pour ces familles, les appi® peuvent bénéficier d’'une consultation

géneétique au sein d’'une structure adaptée lorsquiwntation est détectée.

Dans les formes communes de la MA, plusieurs fastele risque environnementaux et
génétiques sont reconnus : I'age, le sexe, le nisexio-éducatif, des facteurs de risque
vasculaire et des facteurs génétiques.

D’apres plusieurs études la prévalence de la MAreugerait a partir de I'age de 60 ans et
son incidence serait plus élevée chez les femmes & ans [14](Tableau 1). Ce constat
peut s’expliquer par des facteurs biologiques etlomaux (effet des cestrogenes), génétiques,

socioculturels et par I'espérance de vie [5].

Tableau 1 : Prévalence de la MA (%) en fonction déage et du sexe selon différentes études [7]

. Faenza et Cardiovascular
A Eurodem Paquid
Classe d’age (ans) Europe’ France? Granarglo Health stud4y
Italie Etats-Unis
Hommes
65-69 1,6 - 0,76 13,7
70-74 2,9 - 1,8 -
75-79 5,6 7,7 5,6 15,4
80-84 11,0 12,5 15,0 33,3
>85 18,0 23,9 23,8 42,9
Femmes
65-69 1,0 - 1,2 10,4
70-74 3,1 - 3,2 -
75-79 6,0 5,7 6,0 20,6
80-84 12,6 16,6 13,1 32,6
>85 25,0 38,4 34,6 50,9

1 Lobo et coll., 2000 2 Ramaroson et coll., 20@33Ronchi et coll., 2005 4 Fitzpatrick et coll. 020

26



Un faible niveau d’étude augmenterait le risquedéeelopper une démence dans plusieurs
études de cohorte [15]. En ce qui concerne legdiestde risque vasculaire plusieurs auteurs
s’accordent sur I'existence d’'une corrélation digative entre I'hypertension artérielle et
I'altération cognitive [16]. De méme, il est étahine association entre I'existence d’un
diabéte et la survenue d'une démence résumeée damsméta-analyse qui conclut que
I'incidence de la démence est multipliée par 15chez les sujets diabétiques [17]. En ce qui
concerne les dyslipidémies, les études sont cdotoaes mais il semblerait que I'exposition
chronique a des taux élevés de cholestérol augnagrieerisque de développer une démence
[18] [16] [19].

De nombreux autres facteurs de risques restenrov@nsés tels que les antécédents de
dépression, les facteurs nutritionnels, la consotimmade sels d’aluminium, la prise
d’AINS...

Le facteur de risque génétique le plus connu inuglilp gene de I'’Apolipoprotéine E (APO
E) situé sur le chromosome 19. Cette glycoprot¢me= un rdle dans le transport du
cholestérol et représente un ligand aux récepteemsettant 'endocytose des lipoprotéines
[20]. Il existe trois isoformes de cette protéildpo E2 (7-8%), 'Apo E3 (75-80%) et Apo
E4 (14-15%). L’allele E4 est le principal factewr dsque génétique de la forme sporadique
de la MA. Les porteurs hétérozygotes E3/E4 auraiantsque de développer la maladie 3,2
fois supérieur a celui des E3/E3. Les porteurs laygates E4/E4, quant a eux, auraient un
risque 11,6 fois supérieur aux E3/E3 [21]. L'all&@ serait un alléle protecteur [19] [22].
Une étude d’association pan-génomique (GWAS pouro@e-wide Association Study) a
identifié récemment de nouveaux genes de prédispodels que le géne de la clusterine
(CLU) situé sur le chromosome 8 et celui du réaaptedu composant 3b/4b du complément
(CR1) localisé sur le chromosome 1. Cependant lgles ne sont pas encore entierement

connus [23].
I.4 Physiopathologie

Ce sont les lésions neuropathologiques qui permtettétablir le diagnostic de la MA de
facon certaine. Deux types de lésions cérébralesces a une perte neuronale et synaptique
sont visibles sur les cerveaux de patients atteiata MA : les dépobts de substance amyloide
et la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) faisatérvenir respectivement deux protéines

présentes naturellement dans le cerveau : le geptityloide (B) et les protéines tubulin-
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associated unit (Tau). Néanmoins les mécanismesigpgathologiques de la DNF et de

I'amyloidopathie ne sont pas encore totalementiddsc
I.4.1 La substance amyloide

La protéine APP (Amyloid Precursor Protein), préewr du peptidg-amyloide, est une
protéine transmembranaire composée de 695 a 7d@saaminés, dont le gene est situé sur le
chromosome 21. L’APP peut subir un clivage de steaxtracellulaire par une-sécrétase
conduisant a la sécrétion de la portion N-termirfghePRy). Le fragment C-terminal ou C83
est métabolisé en un fragment p3 par gis€crétase. La voie faisant interveni-$écrétase
est dite « non amyloidogene » [24]. Celle-ci pravia production de peptideflet libere un
fragment sAPE («s» pour soluble) qui est neuroprotecteur [25].

Compartimentextracellulaire oligomeres

SAPPg, N’ SAPPB .

y-sécrétase

-sécrétase
o @

Domaine intracellulaire Domaineintracellulaire
del'APP del'APP

Figure 2: Clivage de la protéine APP et formation d peptide A

La voie dite « amyloidogene » fait intervenir yheécrétase clivant 'APP et aboutissant a la
sécrétion d’'un fragment N-terminal (SAPPLe fragment C-terminal ou C99 est clivé par une
y-sécrétase conduisant a la formation du peptigFAgure 2). Une coupure additionnelle
(coupureg) qui intervient en aval du site defesécrétase libére un fragment ICD ou AICD
pour BAPP Intracellular Domain qui jouerait le role dectieur de transcription [26]. Le
clivage de I'APP par la-sécrétase conditionne la nature de I'extrémitéer@iinale du
peptide A8 qui peut étre de 40 (A-40) ou de 42(p1-42) acides aminés. Il a été démontré
gue les formes constituées de 42 acides aminés, tpjdrophobes, ont la capacité de

s’agréger plus facilement dans le domaine extralegle. Alors que les peptidespA-42
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seraient produits en moins grande quantité, leiqespA31-40, eux, se formeraient de facon
plus précoce et représenteraient les formes majastde peptidesfA La p-sécrétase est une
protéase acide appelpAPP cleaving enzyme 1 (BACE 1) ou memapsin 2 [R&ctivité y-
sécrétase est portée par un complexe multiprotaégusaut poids moléculaire impliquant au
moins quatre protéines: la préséniline 1, la niaast’APH-1 (Anterior pharynx defective 1
homolog) et la PEN 2 (presenilin enhancer 2) [A03xiste encore d’autres formes tronquées
a I'extrémité N-terminale que nous développeromns fin [27] [28].

1.4.2 La dégénérescence neurofibrillaire (DNF)

La protéine Tau est le constituant principal dasegade filaments en hélice (PHF pour paired
helical filaments) qui représentent I'entité patgitjue de la dégénérescence neurofibrillaire
de la MA. Dans ce processus, les protéines Tauagpagées et anormalement phosphorylées
au niveau du corps cellulaire du neurone et dams lgrolongements dendritiques et axonaux.
La DNF se rencontre dans de nombreuses pathologesodégénératives appelées «
tauopathies ». Elles incluent la dégénérescencicadrasale, la paralysie supranucléaire
progressive, la maladie de Parkinson post-encéjhadi le syndrome de l'lle de Guam, la
maladie de Steinert et certaines démences fronmpdmles. La DNF n’est donc pas
spécifique a la MA, c’est son association avecat@ogie amyloide qui permettra d’établir

le diagnostic [26].

La protéine Tau, dont le gene est localisé sur Heornosome 17, est une protéine
intraneuronale associée aux microtubules (filameltscytosquelette). Elle appartient a la
famille des microtubule-associated proteins (MAP)oeie un rbéle dans la formation des
microtubules en polymeérisant des dimeres de tubullrexiste 6 isoformes (352 a 441 acides
aminés) de protéine Tau dans le cerveau adultdobr@ine carboxyterminal de ces proteines
contrle la stabilité des microtubules. C’est leahae phosphorylation-déphosphorylation (ou
kinases-phosphatases) de ces protéines qui peamstabilisation des microtubules et le
transport axonal correct [26].

Il existe plus d’'une trentaine de résidus sérinthetonine sur les protéines Tau qui peuvent
étre phosphorylés. En particulier, I'apport de grments phosphate sur le site Thr231 dans
une région riche en proline ainsi que la phosplatigh des résidus sérine 262 et 356
entraineraient la dépolymérisation des microtubelesliminuant I'affinité des protéines Tau
avec ces derniers [36]. De nombreuses kinasevieteent dans la phosphorylation telles
que les kinases dépendantes des cyclines (cdgSk33, les MAP kinases, les MARK, la

29



PhK, la pKA, la pKC et la Tau-tubuline kinase. l®sphatases 1, 2A, 2B et 5 sont quant a
elles, impliguées dans la déphosphorylation (Fi@)e6].

PHOSPHORYLATION NORMALE

[ T T 74 kDa
CdkS, GSK3B, MAPK, CT —
_du L1 1
65kpa T TSI MARK, pKA...
5 — | | /
N1 "
S Phosphatases 1, [————I1I1 60 kDa
2A, 2Bet 5
45 kDa C——m AD2  AT10D
Agrégation des /Madfiestionspoct
protéines Tau pratéolyse:
PHOSPHORYLATION ANGRMALE Phiospharylation
ET AGREGATION DE PROTEINES TAU ‘ S‘;‘.‘f“’f'f“’“?“
PHF |q|.ntmat|on e
74 kDa
o
[T
60 kDa Crr———

AD2  AT100

Figure 3: Représentation schématique des changemerntonduisant a I'agrégation des protéines Tau dans
la MA. La phosphorylation normale (révélée par exemle par I'anticorps AD2) des protéines Tau est
caractérisée par un équilibre de la balance kinasgshosphatases. Les protéines Tau agrégées en filarse
(PHF) sont hyperphosphorylées et anormalement phokprylées (identifiées par des anticorps spécifiques
comme AT100) [20].

Dans la MA deux processus pathologiques post-ttamhuels interviennent
'hyperphosphorylation et la phosphorylation andena des protéines Tau.
L’hyperphosphorylation se produit sur des épitgpegsiologiques, soit en plus grand nombre
gue chez un adulte sain, soit lorsque pour urdsitgé un plus grand nombre de protéine Tau
est phosphorylé. La phosphorylation anormale sdyiroquant a elle, sur des épitopes non-
physiologiques qui ne sont normalement pas consgsaé la phosphorylation et révélés par
des anticorps tels que AT100, TG-3, AP422, PHF@F;3 et PG-5. (Figure 3). D’autres
modifications post-traductionnelles en dehors deghlasphorylation ont été décrites telles que
I'oxydation et l'ubiquitination. Ces protéines Tanormalement phosphorylées s’agrégent en
paquets de filaments pathologiques déstabilisantmierotubules a I'origine de la perte du
transport axonal [26] .

1.4.3 Neuropathologie

Les dépots de substance amyloide

Ces dépodts extracellulaires constituent les placgésles ou neuritiques composees de
peptides A. lls s’effectuent dans la substance grise codica toutes les régions cérébrales

et également dans la paroi des vaisseaux formamgibpathie amyloide [29]. Leur
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conformation en feuilletg plissés (identifiable par coloration au rouge Goagbiréfringente

en lumiére polarisée) est responsable de leurubgidé et de leur résistance a la protéolyse.
Le cceur de la plaque sénile classique contienpepetdes A comportant majoritairement 40
acides aminés (L-40) alors que les dépots diffus également appid@dts pré-amyloides
sont constitués de peptide$IA42. Ces derniers sont tres frequemment rencodtags le
cerveau de personnes agées asymptomatiques. kes enmstituants des plaques séniles sont
'apolipoprotéine E, différentes interleukines ténsod’une inflammation et de nombreux
composants de la matrice extracellulaire commeANZ (Intercellular adhesion molecule 1),
la thrombospondine, le sulfate d’héparane [30].[B&]noyau des plaques séniles est entourée
par une couronne de neurites dystrophiques qui famtgment colorés par les mémes
imprégnations argentiques que pour I'identificatitas enchevétrements neurofibrillaires. Ces
plagues séniles résultent donc des deux processuactéristiques de la MA

'amyloidogeneése et la DNF [29].

Les lésions fibrillaires

Elles sont constituées de trois types de lésicmdDNF (formée de filaments appariés et
enroulés en PHF), les fibres tortueuses (ou neut@mposés de PHF et formant les
prolongements des plaques séniles) et la couroaqdagues séniles [30]. En 1991, Braak et
Braak définissent six stades anatomo-cliniquesoantion de la localisation des Iésions : les
stades | et Il relatifs a I'apparition de la DNFhdde cortex transentorhinal et correspondant
respectivement a une phase asymptomatique et pnatiale la maladie; les stades Il et IV
montrent une atteinte du lobe limbique croissaritecrespondent aux premiers signes
cliniques; les stades V et VI pointent une attetienéocortex et correspondent cliniquement
a des stades modéré et sévere de la maladie [Bg]eR 1999, Delacourte et al. ont décrit dix

stades selon I'extension de la DNF [33] (Figure 4).
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S0-S3 S4-S6

Maladie d'Alzheimer probable S7-S10

Figure 4 : Chemin séquentiel et hiérarchisé de la IBF. Elle commence au niveau de la région
hippocampique (cortex trans-entorhinal S1, entorhiml S2, puis hippocampe S3) et s’étend aux régions
temporales (S4-S6) puis elle touche les régions @siatives polymodales (S7). Dans les cas les pléséres
elle touche les régions sensitives primaires (S138].

Récemment de nouveaux criteres consensuels contéendiagnostic neuropathologique de
la MA ont été redigés par des experts américainissss et francais. Trois parametres ont été
définis A (Amyloide), B (Braak), C (Cerad) permettd’établir un score ABC. Les méthodes
immunohistochimiques permettent de révéler danDNE les protéines Tau et P-tau ainsi
gue les dépbts de peptideamyloides (A). Les stades de Braak et Braak péemetie suivre

la répartition des DNF dans le temps (B). Enfipleque neuritique doit étre identifiée avec la
thioflavine selon le protocole CERAD (C) (Figure Bjnsi un résultat AOBOCO correspond a
I'absence de peptidgsamyloides, de DNF et de plaques neuritiques [34]
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Figure 5: Coupe de tissu cérébral (corfek temporal d'un patient atteint de MA. Technique
d'immunohistochimie mettant en évidence des plaqueséniles (fleches noires) et des enchevétrements
neurofibrillaires (fleche rouge) [35].

32



Les pertes neuronales et synaptigues

La perte neuronalest tres difficile a quantifier. Toutefois elle pd parfaitement corrélée a
densité des neurones en L puisquenous la retrouvons de maniére significe dans les
régions ou l'atrophie corticale est marg. De plus, il semblerau’il existe un liel entre la
mort cellulaire programmeée (apoptose) et la [ Les observations microscopiques

révélé qued perte des connexiosynaptiques engendreraite zone de spongiose lamina

Il existerait également une toxic synaptique directe des oligomeéda 3 [30].

La cascade amyloide

Plusieurs auteurs s’accordent sur le fait c’est la poduction et 'accumulation du pepti
amyloide qui est au cceur de la pathogénése (MA. Cette hypothé: de la « cascade
amyloide » consiste en ursurproduction de peptide pA-42 formant des oligomerea
l'origine de dommages synaptiques etune inflammation (activation astrocytaire
microgliale). Ces oligomeres neurotoxiques entraile@t également une pertation de
’lhoméostasie calcique etn stress oxydatif. Ces proces peuvent moduler les activit
protéines kinases phosphatases irliquées dans I'’hyperphosphorylation dau responsable
de la DNF. Dangette hypothese la pathologiiau surviendrait bien en aval de la casc
d’événements a l'originde la démenc[20] (Figure 6).

Cause: mutations APP, PS1, PS2
-> Déréglement de I'APP
-= Production du peptide Al

Démence

L
Mort

n..'\ Lo ’mggnum '1 g
Phosphorylatlon deTau In— ‘ ”

-> Dépolymérisation des microtubules
-> Altération du transport axonal

Figure 6 : Hypothése de la cascade amyloi : les aIterauonsgenetiques sur le métabolisme du peptidep
considérées commerimum movens de la MA[36].

I.5 Diagnostic

L’ensemble deglonnées cliniques, neuropsychoques, neuroradiologues et biologiques
permet d’'éablir un diagnostic probable dans la forme typigeda maladie. e diagnostic de
certitude résulte de I'exameneuropathologique du cerveapres autopsiou biopsi, ce qui

est donc impossible du vivadt patient.
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1.5.1 Evolution des criteres diagnostiques

Depuis 1984, les criteres diagnostiques du NINCR&ipnal Institute of Neurological and
Communicative Disorder and Stroke) et de 'ADRDAIlZAeimer’'s Disease and Related
Disorders Association) de Mc Khann et al. sont ceetenus pour le diagnostic de la MA
[37](annexe 2). Ces critéres permettaient d’établirdiagnostic de MA avec une spécificité
de 70% lorsqu’ils étaient confrontés a I'examentmosrtem [38]. lls ont été ensuite révisés
en 2007 par Bruno Dubois et ses collaborateursnat®naux incluant les variations des
marqueurs biologiques dans le LCR, les anomalied’isgerie anatomique (IRM) et
meétabolique (SPECT, TEP au fluorodéoxyglucose o® akec traceur amyloide) [39]. La
découverte de phases prédémentielles et de présestaliniques initiales autres que
'amnésie hippocampique ainsi que les avancée$analyse des biomarqueurs du LCR et
sur les nouvelles techniques d’imagerie ont condultélaboration de nouveaux criteres
diagnostiques publiés tres réecemment en avril 2Bhleffet, I'enjeu actuel du diagnostic de
la MA se situe au stade prédémentiel. De plus.eh@ment de traitements ciblés sur les
processus physiopathologiques de la maladie (imthénapie, inhibiteurs de sécrétases)
nécessite de nouveaux criteres pour établir un ndstc précoce. Ces nouvelles
recommandations présentées a Hawaii en juillet 28dries par trois groupes d’experts
sollicités par le NIA (National Institute on Aginggt I'AA (Alzheimer's Association)
reprennent trois aspects : les aspects préclinidgi@sild cognitive impairment (MCI) db a la
MA et la démence due a la MA [40] [41] [42]. Sowans que tous les référentiels pour le
diagnostic clinique de la MA ont en commun une mé&émarche: dans un premier temps
établir le diagnostic de démence puis dans un skemps le diagnostic de démence due a la
MA.

La phase préclinique

Toutes les recommandations concernant cette pluedsstinées a la recherche et n'ont
aucune application pour la pratique cliniue. Cettase asymptomatique correspondrait au
processus physiopathologique et aboutirait au lleudix ans ou plus a I'apparition des
symptomes. Les auteurs divisent cette phase es #t@Edes parmi lesquels seuls les

biomarqueurs (biochimiques et imagerie) sont dssiti

» Stade 1 correspondant a une amyloidose cérébsatgammatique

e Stade 2 associant une amyloidose cérébrale etaumed€générescence
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+ Stade 3 combinant une amyloidose, une neurodégéméice et déclin cognitif

minime

Le mild cognitive impairment dii a une MA

Les auteurs proposent tout d’abord quatre critpoes le diagnostic du MCI seul. La seconde
étape consiste a affirmer que le MCI est d0 a uAeed éliminant les autres étiologies. A ce
stade les biomarqueurs peuvent étre utilisés &fiootfirmer ou d’éliminer la probabilité que
le MCI soit di a la MA. Le NIA distingue les marqus de dépbts amyloides (réduction
d’Ap42 dans le LCR et rétention d’'un ligand amyloideP&T) et les marqueurs d’agression
neuronale (atrophie hippocampique a I'lRM, hypopsidn et hypométabolisme en TEMP et
TEP-FDG et augmentation des taux de protéine Tde-Eau dans le LCR). L'apport des
biomarqueurs permet donc de préciser le mécanismegique du MCI avec différents

degrés de probabilité diagnostique (Tableau 2).[43]

Tableau 2 : Critéres du mild cognitive impairment ntégrant les biomarqueurs de la MA [43].

Apport des Biomarqueurs Biomarqueurs structurels
Catégories biomarqueurs a la physiopathologiques : (Iésions neuronales) :
diagnostiques probabilité étiologique  amyloide AR Tau, FDG, IRM
de MA (PET au PIB ou LCR) structurelle
Criteres cliniques Non informatifs Conflictuels, non Conflictuels, non
cardinaux déterminants, déterminants,
de MCI non testés non testés
MCldGalaMA: Intermédiaire Non testés Non testés
probabilité
intermédiaire + +
MCI d( ala MA : Tres élevée
probabilité
élevée
MCl non dli ala MA Trés faible - -

Les quatre critéres cardinaux du syndrome clinigueognitif du mild cognitive impairment
sont les suivants [41]:

1. Plainte cognitive avec I'apparition de difficultési d’'une inquiétude relatives a un
changement cognitif, par rapport au niveau antérieu

2. Déficit d'un ou plusieurs domaines cognitifs, piogortant que ne le voudraient 'age
et le niveau socio-éducatif du patient. Le plusvent il s'agit de la mémoire mais le
déficit peut également concerner le langage, lastions exécutives, I'attention et le

secteur visuo-spatial.
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3. Préservation relative des activités de la vie glietine et de I'indépendance, malgré
une géne fonctionnelle Iégére pour exécuter ldseicomplexes par rapport au passe.
4. Absence de démence

Démence due g une MA

La différence avec le MCI repose sur la présenae dhpact de la maladie sur les activités
de la vie quotidienne évalué a partir d'informasidournies par le patient et par un témoin

fiable.

Les auteurs définissent tout d’abord des critedseaux de démence puis les critéres de

démence due a la MA selon quatre classifications :

* MA probable
* MA possible
* MA probable ou possible avec preuve du mécanismgsigbathologique

* MA avec preuve anathomopatologique.

Les biomarqueurs du LCR et les techniques d’imag@dRM et PET) sont donc pris en
compte. Les criteres des deux premiéres catégaigdisent en pratique clinique et
l'utilisation des biomarqueurs est inutile alorseqdans les criteres des deux derniéres
catégories la recherche des biomarqueurs est utileclassification en démence par MA
probable intégre des présentations initiales nomésiques telles que I'aphasie primaire

progressive logopénique, I'atrophie corticale postée et le variant frontal de MA.
Les criteres de démence par MA probable sont lesusis [42]:

1 — Une démence par MA probable est envisagéesste les criteres de démence et s'il

existe en plus :

A — Un début insidieux : les symptdémes ont un débogressif durant des mois voire des

années, ils ne sont pas apparus soudainement.

B — Une histoire claire d'une aggravation nette dgmptémes cognitifs, rapportée ou

observée,

C — Les déficits cognitifs initiaux les plus margué’aprés I'anamnése et I'examen,

concernent nettement un des domaines suivant:
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a — Présentation amnésique : c’est la présentayiodromique dans la démence due a la MA.
Les déficits doivent comporter une altération dgprentissage et du rappel d’informations
nouvelles. Un déficit net dans au moins un autsedibenaines cognitifs doit étre présent.

b — Présentations non amnésiques:

- Aphasique : un manque du mot est la principalecditie

- Visuospatiale : les déficits sont surtout marquéssdles domaines de cognition
spatiale, d’agnosie d’objet, de prosopagnosiejrdaltagnosie, et d’alexie.

- Exeécutives : les déficits sont surtout des diffiéslde raisonnement, de jugement et de
résolution de problemes.

- Dans ces trois cas, des difficultés dans d’autemaines cognitifs doivent étre
également présentes.

D — Le diagnostic de démence par MA probable nepis étre envisagé s'il existe:

a — Une maladie cérébrovasculaire concomitanteilestantielle, définie par un antécédent
d’AVC coincidant soit avec I'apparition ou l'aggetion des troubles cognitifs, soit avec

présence d’infarctus ou d’anomalies sévéres delstance blanche.
b — Des signes de maladie a corps de Lewy.
c - Des symptébmes comportementaux évocateurs tanvérontal de DFT

d — Des symptdomes évocateurs des variantes seémesmtiqu non fluentes d’aphasie

progressive.

e - Une autre maladie neurologique active concar@tasoit une comorbidité non
neurologique, ou encore des thérapeutiques quirgieat avoir un impact cognitif

significatif.
2 — Démence par MA probable avec un niveau de prplus élevée
Les critéeres de démence par MA probable sont reé$or

- Si un déclin cognitif est documenté et mis en éwee par des évaluations
neuropsychologiques successives et des informatepssant sur I'interrogatoire de
'aidant. Cela traduit I'existence d’'un processgsifesans accroitre la certitude d’'une
physiopathologie de MA biologique.
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- Si des mutations génétiques sur I’APu sur lesprésénilines 1 ou 2 peuvent é
mises en évidences. Le fait d'étre porteur d’'uelalde I'APOE 4 n’est pas rete

comme un élément diagnostique suffis

Les critéres diagnostiques de MA possible sontot@rigés soit par une évolution atypique

la maladie, soit pattes présentations mixt

Ainsi la définition clinicopathologique initiale de la maladie fait place & uhéfinition
clinico-biologique, o les biomarqueurs se substitue la preuve histologiqueDans ces
conditions les criteres NIGBIDS-ADRDA qui stipulaient que le diagnostic de MA soit |
selon des degrés de probab: possible, probable ou certifié par la confirmat
neuropathologiques sont obsolétes. Si les biomargusont le reflet de la patholog

Alzheimer, le diagnostipeut dre établiin vivo grace a eux [43].

Aisen et al. ont modélisé la chronologie des diténa cliniques et des biomarqueurs dan
MA. Selon ce graphique, I'accumulation de peptideylaide se produit tres précocemen
la phase présymptomatique pour atteindre un platemstt stable tout au long de la male
guelle que soit sa sévérité. En revanche le tauxprdééine Tau semble corrélé a

symptomatologie et au stade d’évolution de la mal{Figure 7) [44].

Anormal = AB,, (LCR)
Imagerie amyloide

1
1
TEP-FDG 1
== Jolume hippocampique IRM 1 TER-FDG
Tau (LCR) - ! Volume hippocampique
== Performance cognitive i (IRM)
Autonomie I
|

AR, (LCR)
~=|magerie amyloide

d= Synd. Amn. hippocampigue

Synd. Amn.hippocampigue
Performance cognitive

Autonomie {ADL)

— s e m— o — - — -

Tau (LCR})

Normal == : T 4 : P Temps
Presymptomatique I MClI 1 Demence

Figure 7 : Chronologie des altérations cliniques et des biomargpurs dans laMA [43].

Les recommandations HAS 2008 proposent comme esitdagnostiques ceux du D&-IV-
TR et du NINCDS-ADRDA.

38



1.5.2 Examen clinique

L’évaluation initiale du patient comporte un engntsi possible avec un accompagnant afin
de préciser au mieux les antécédents médicaux nmaifamiliaux de MA. Sont également
évalués les antécédents et les facteurs de ristprébro-vasculaires, le type de la plainte
initiale, la prise de médicaments, d’alcool et oeiques pouvant étre a 'origine des troubles
cognitifs ou susceptibles de les aggraver. L'emngpermettra également de préciser le mode
de vie du patient (environnement social et familighe d’habitat...) et de retracer I'histoire
de la maladie. Sera recherchée une atteinte deiohates fonctions cognitives: une atteinte
de la mémoire des faits anciens et récents; unaridétation temporo-spatiale; une atteinte
des fonctions exécutives, du jugement et de lageeabstraite; un trouble du langage; une
apraxie (difficulté a réaliser des gestes et déssagde la vie courante malgré des fonctions
motrices intactes) et une agnosie (difficulté oypassibilité a reconnaitre des personnes ou
des objets, malgré des fonctions sensoriellestegacl’évaluation fonctionnelle, c'est-a-dire
le retentissement de ces troubles cognitifs suadéss de la vie quotidienne doit étre mesuré a
I'aide d’une échelle comme I'lADL (Instrumental Adgties of Daily Living) ou d’'une échelle
simplifiée évaluant I'utilisation du téléphone, deansports, la prise des médicaments et la
gestion des finances. L’entretien doit recherchee wépression, des troubles affectifs,
comportementaux, ou psychiatriques. L'examen dlieigomporte un examen général avec
une recherche de comorbidités, de troubles cardioNaires, un examen neurologique et

apprécie le degreé de vigilance du patient [45].
[.5.3 Examen neuropsychologique

Une évaluation cognitive globale est nécessairaidel du Mini Mental Status Examination
(MMSE) (annexe 3) en tenant compte de I'age diwepgtde son niveau socio culturel, de son
activité professionnelle et sociale, de son éffctf (anxiété et dépression) et de son niveau
de vigilance. D’autres tests sont utilisés pour éweuation rapide de la mémoire : I'épreuve
de rappel des 5 mots de Dubois, les tests de thseverbales, le test de I'horloge, le Memory
Impairment Screen (MIS)...etc. Il existe des battede tests pouvant étre réalisées lors de
consultations spécialisées neuropsychologiques. d@asultations ont pour but d’évaluer
chacune des fonctions cognitives du patient et péuiculierement : la mémoire épisodique,
la mémoire sémantique, les fonctions exécutivedtehtion et les fonctions instrumentales

(langage, praxie, gnosie, fonctions visuo spatjalakul) [45].
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La principale altération rencontrée dans la MA &stmémoire épisodique. Elle est
caractérisée par un déficit de stockage et de tidation de I'information correspondant a
une atteinte hippocampique. L'épreuve RL/RI-16 #eutilisant la procédure proposée par
Grober et Buschke et appréciant la mémoire épisedapmporte un contréle de I'encodage,
des rappels libres, indicés, immédiats et diffétéssyndrome amnésique hippocampique met
en évidence des performances effondrées en rajppe| Lne réactivité insuffisante aux
indices sémantiques, des performances réduitesappelr total (libre et indicé) et de
nombreuses intrusions. D’autres tests sont utifieés évaluer la mémoire épisodique comme
le RI-48 items et le DMS-48 [46].

1.5.4 Imagerie

Une imagerie structurale par résonnance magnétigaaire (IRM) est recommandée avec
des temps T1, T2, T2* et FLAIR et des coupes cdesngermettant de visualiser
'hippocampe. Cet examen a deux buts essentielsninér une autre cause de démence
eventuellement curable (processus expansif intngma hydrocéphalie a pression normale,
séquelles d’accident vasculaire cérébral...) et dctyer une éventuelle atrophie corticale
hippocampique associée ou non a des lésions vassuldl est établi que la mesure du
volume de I'hippocampe et du cortex entorhinal perde discriminer les patients atteints de
MA des témoins avec une sensibilité de 80-100%netgpécificité de 80-85% [47]. De plus,
une étude a montré que la morphologie hippocampiguetrois dimensions permet
d’identifier les patients MCI « converteurs » unaant le diagnostic clinique de MA avec
une sensibilité de 77% et une spécificité de 80%].[4rois types de neuro-imagerie
meétaboliques permettent d’identifier certains st#st physiopathologiques avant que les

anomalies structurales n'apparaissent a I'RM :

La tomographie par émission monophotonique (TEMP¥iagle proton emission computed
tomography (SPECT) permet de mesurer le débit sammguébral. Dans la MA, il révele une
hypoperfusion dans les régions cingulaires postégge ainsi qu’au niveau du cortex
temporopariétal et frontal. Sa sensibilité¢ varie 88 a 90%. L’association d’une
hypoperfusion hippocampique a un déficit mnésigeengt de distinguer les sujets MCI «

converteurs » avec une sensibilité de 77-82% espéeificité de 77-93% [49] [50].

La tomographie par émission de positrons (TEP)laorddéoxyglucose (FDG) permet de
mesurer la consommation cérébrale régionale eroggupar l'intermédiaire d’un traceur, le

FDG. Dans la MA, il permet d’objectiver trés préeotent un hypométabolisme dans les trois
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régions citées préecédemment avec une sensibilitéesspécificité supérieure a 90%. Lorsque
le diagnostic est comparé a I'examen post-mortenTBEP-FDG permet de différencier les
patients MA des témoins avec une sensibilité d®®%- et une spécificité de 60-87% [51].
Dans cette derniere étude, 'hypométabolisme dtekaringulaire postérieur et des régions

temporo-pariétales chez les MCI est un marqueuisdae d’évolution vers une MA.

La tomographie par émission de positrons (TEP) &nsmeur amyloide permet de visualiser
les dépbts amyloides grace a un de ses liganddBlécomposé B de Pittsburg), marqué au
carbone. Dans la MA le PIB se fixe particulierement niveau des régions corticales
frontales, pariétales et temporales latérales.pBaiftcité pour établir le diagnostic de MA

varie de 73 a 96% [51].

1.5.5 Examens biologiques

Des examens biologiques sont prescrits afin deerebler une autre cause aux troubles
cognitifs. Il est recommandé un dosage de la tisgmdoline hypophysaire (TSH), un
hémogramme, un ionogramme sanguin, une calcéme glycémie, une albuminémie, un
bilan rénal (créatininémie et sa clairance), uragesde la vitamine B12, un dosage de folates,
un bilan hépatique (transaminases, gamma GT), ardogie syphilitique, VIH et de la

maladie de Lyme [45].
I.6 Diagnostics différentiels

Parallelement a la MA qui domine largement le geuges affections dégénératives
cérébrales d’autres démences moins bien connuésdéorites. Ces affections apparentées
comportent les démences vasculaires, les syndrofa@g®phies lobaires frontotemporales,
les atrophies lobaires postérieures de Bensongblgpe des démences stiatales (démence a

corps de Lewy et la dégénérescence corticobagjle) [

[.6.1 Les démences vasculaires

Le diagnostic de démence vasculaire s’appuie agsdiciation de symptémes neurologiques
focaux et de facteurs de risque vasculaires (HT&heate). La démence vasculaire est moins
frequente (< 8%) que la MA, la démence a corpseleylet les démences frontotemporales.
Toutefois I'association d’'une MA et d’'une neuropitiyie vasculaire est frequente (30-40%)
et forme ainsi une démence mixte (part égale des dathologies) ou MA avec composante

cérébrovasculaire [2] Cependant il semble qu’itai pas si aisé de les distinguer puisque les
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deux pathologies ont en commun certains facteurasgeie comme I'age, ou des facteurs
génétiques (l'allele E4 de I'apolipoprotéine E)HAS distingue deux formes de démence
vasculaire. L'une démontre un lien chronologiquéreeiévolution des lésions vasculaires
cérébrales et celle des troubles cognitifs, évdlpan a-coups (en marche d’escalier). L'autre
plus progressive est évoquée sur un profil de tesubeuropsychologiques prédominant sur
les fonctions exécutives et comportementalest fesmmmandé d'utiliser des criteres NIND-
AIREN (National Institute of Neurological Disorderand Stroke and Association
Internationale pour la Recherche et 'Enseignement)ceux du DSM-IV-TR [52]. Une
imagerie par IRM a la recherche de Iésions cérébnasculaires est également indispensable

pour établir le diagnostic [45].
1.6.2 Les démences lobaires frontotemporales

Les DLFT regroupent les syndromes cliniques dépasdaes régions cérébrales atrophiées
(régions frontales et/ou temporales antérieuresd démence fronto-temporale (variant
comportemental) et I'aphasie primaire progresswarignte temporale). Elle apparait plus

frequemment chez les patients de moins de 65 donsate plus 'homme que la femme [2].

La démence fronto-temporale

La DFT est la troisieme cause de démence dégéremires la MA et la démence a corps de
Lewy (10-15%). Elle représente le phénotype le fiiiguent des DLFT. La maladie de Pick
(en neuropathologie présence de cellules ballone¢esorps de Pick marqués par des
anticorps anti-Tau et anti-ubiquitine) est la parxienne forme décrite. La forme frontale
aspécifigue est la plus frequente (60%) et la DFSBoeiée a la sclérose latérale
amyotrophique (SLA) s’observerait dans 5% des SlAexiste de nombreuses formes
familiales autosomiques dominantes liées a des tongadu gene de la protéine Tau
(chromosome 17) et des formes geénétiques assagié@sparkinsonisme précoce [2]. Les
criteres diagnostiques sont ceux de Neary et @3 183]. La prédominance frontale de
I'atrophie est responsable d’'un syndrome frontaloemnt des troubles de la personnalité
(irritabilité, désinhibition verbale et comporteni@e), et des conduites sociales avec une
difficulté de contrble de soi, une hyperoralité,s deonduites alcooliques, une incurie
physique, une indifférence affective, une apathianedésintérét social. Les patients atteints
de DFT bousculent les codes sociaux et ont un caempent inadapté. Ces troubles cognitifs
se traduisent par une réduction de langage, degy@rations ou stéréotypies puis par des
symptomes d'une atteinte frontale (troubles de l&anification, persévérations,
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collectionnisme, imitation) [54]. L’aggravation gstogressive, le patient devient amimique,
hypertonique et apragmatique. L'évaluation compoetetale, les tests neuropsychologiques
sur les fonctions exécutives (BREF), le langages€preuves de cognition sociale sont alors
progressivement altérés révélant un syndrome dgsékédes troubles de l'attention, et une
atteinte plus ou moins marquée de la mémoire séqguantA l'imagerie morphologique
(TDM ou IRM) une atrophie lobaire frontale et temgle antérieure bilatérale se majore
progressivement au cours de I'évolution de la nielagt la TEMP caractérise une

hypoperfusion des lobes frontaux et temporaux [55].

L’aphasie primaire progressive

L’APP décrite par Mesulam est la variante tempodaiéa DLFT [56].

Il existe trois types d’APP : l'aphasie progressimen fluente (APNF), la démence

sémantique (DS) et I'aphasie progressive logop@n{érL).

APNF : elle se caractérise par un discours labrrigwwn fluent, un agrammatisme, des
paraphasies phonologiques et apraxie de la pdretetroubles de la compréhension sont dus

aux difficultés syntaxiques. L'évolution se faitrgde mutisme.

DS : La mémoire sémantique se caractérise paolasaissances générales partagées par tout
individu vivant dans une méme société. La démer@aastique est un phénotype peu
fréquent de DLFT (15%) et se traduit par un manduenot progressif alors que la fluence
verbale est conservée. Son atteinte doit étre @eface a un trouble de la compréhension

des mots isolés ou une perte de reconnaissancesdges ou des objets.

APL : elle se caractérise par la réduction du dédribal, des manques du mot et des pauses a
la prononciation de phrases syntaxiquement cosedien’existe aucun trouble de la
compréhension ni de trouble de la mémoire sémaatigiAPL se distingue de 'APNF par

'absence d’apraxie et d’agrammatisme [56].

En neuropathologie, les lésions neuronales sqécimues et il est important de préciser
gue d’autres affections peuvent se présenter saratke clinique comme la MA, la démence

a corps de Lewy ou la dégénérescence corticobgegle
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1.6.3 L’atrophie corticale postérieure ou syndrome de Beson

L’atrophie corticale postérieure (ACP) est un sypmdae rare décrit en 1988. Il associe une
plainte visuelle a une atrophie des régions cdesc@ostérieures (les régions associatives
occipitopariétales et occipitotemporales). L’évalatse fait habituellement vers I'installation
tardive d’'une cécité corticale associée a une idéstion cognitive réalisanh fine un tableau
démentiel. L'imagerie cérébrale morphologique ettambélique révelent une atteinte
bilatérale, souvent symétrique des aires visuaesociatives. Certains auteurs définissent
ACP comme « variante visuelle de la MA » et cendipme est trés souvent considéré

comme une forme atypique de MA [2].

1.6.4 La démence a corps de Lewy et la démence de la ndilade Parkinson

La démence a corps de Lewy (DCL) est la secondsecde@ démence du sujet agé (15%). La
neuropathologie révele la présence de corps de tpivgont des inclusions ubiquitine-plus
(caractéristiques de la maladie de Parkinson),ecamt une protéine, I'alphasynucléine,
abondantes dans le cortex cérébral et les noyasxlgr présence d’hallucinations visuelles
précoces, de symptédmes parkinsoniens, de fluchgatle la motricité et de I'état cognitif doit
faire évoquer une DCL. Les idées délirantes, legpg§mes dépressifs, les chutes, les troubles
du sommeil paradoxal font également parti du tablelanique. Les criteres diagnostiques
recommandés sont ceux de Mc Keith, 2005 [57]. Ggristic peut étre retenu lorsque les
troubles cognitifs, neuropsychologiques et lesesgparkinsoniens s’installent sur une courte
période, environ un an. En cas de doute apresvaleation neuropsychologique et une IRM,
une scintigraphie cérébrale (DATscan®) peut étreppsée. En utilisant le marquage
présynaptigue des protéines transporteuses de famndoe, elle révele un déficit
dopaminergique dwstiatum Il existe des DCL pures mais beaucoup de patiprédsentent
I'association de corps de Lewy et de Iésions dilAa(plaques séniles et DNF) constituant

une «variante a corps de lewy» de la MA [2].

La démence de la maladie de Parkinson concernpatiesnts atteints de cette maladie depuis
plusieurs années chez lesquels se développentadddets cognitifs. Pour certains auteurs, la
différenciation entre démence de la maladie deipsok et DCL est totalement arbitraire,
basée sur la chronologie d’apparition des troutésentiels. Ainsi on parlera de DCL en cas
de démence survenant dans la premiére année diévokt de démence de la maladie de
Parkinson si elle apparait plus tard. D’'un pointwde neuropathologique il n’y a pas de
différence fondamentale puisque des corps de Lewymésents dans les deux cas [2].
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1.6.5 La paralysie supranucléaire progressive

La PSP ou maladie de Steele Richardson Olszewskhegathologie rare qui associe dans la
premiere année de la maladie une paralysie de rticaléé du regard et des chutes par
instabilité posturale. L'IRM montre des signes redis d’atrophie du tronc cérébral, en

particulier du mésencéphale [58].

1.6.6 La dégénérescence corticobasale

La dégénérescence coticobasale (DCB) est une foareede démence neurodégénérative, a
I'origine de lésions au niveau des noyaux gris reent (thalamus, striatum) et du cortex
pariétal ou frontal. Sa forme dite «latéralisee®%5des cas) peut étre évoquée face a des
troubles séveres de la programmation motrice deegessociés d'un sentiment de perte
d’appartenance de la main concernée et de mouvendéehfippant a la volonté du patient
(dystonie). Ces troubles moteurs s’accompagnemt skundrome extrapyramidal asymétrique
dopa-resistant puis d’une détérioration cognitik@gpessive reliée a un syndrome dysexécutif
et frontal. L’existence de trés nombreuses fornéesiglogiques rend le diagnostic de la DCB
difficile. Une atrophie focale pariétale ou parfébmtale peut s'observer a I'lRM et la
scintigraphie révele une distribution asymétriqaedadperfusion ou du métabolisme au niveau

du cortex frontal postérieur et pariétal [2].

[.6.7 La maladie de Creutzfeldt-Jakob

L’encéphalopathie subaigué spongiforme transmissdst une maladie neurodégénérative
rare. Elle se caractérise par une spongiose, unen@oronale et une gliose astrocytaire ainsi
qgue par I'accumulation d’'une protéine prion dontdmstituant principal est la PrP (protéine
résistante a la protéase). Sur le plan cliniquegétiode d’'incubation est longue, l'installation
est marquée par des troubles du caractere, dedanpalité, une perturbation du sommeil et
des troubles cognitifs. A la phase d’état, des hiesi psychiatriques (apathie, confusion,
stupeur) et neurologiques (myoclonies, dysarthsignes déficitaires praxiques, gnosiques et
phasiques) apparaissent. Le dernier stade estade stégétatif avec mutisme, akinésie,
rigidité, myoclonies, crises convulsives et trosbheurovégetatifs d’issue fatale en quelques
mois a un an et demi aprés le début des signe€fgz 'homme, Il existe plusieurs formes

cliniques de la maladie:
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la forme sporadique, majoritaire, la forme famdiad’origine génétique (I'insomnie fatale

familiale et le syndrome de Gerstmann-Stalssleeiikbr) trés rare, les formes iatrogenes
(par hormone de croissance extractive contaminépasugreffe de dure-mere), la forme

variante (VMCJ) liée a I'encéphalopathie spongiferbovine et le Kuru (contamination par

rites cannibales funéraires en Papouasie décrit#98i) [59]. Le diagnostic est délicat et
nécessite un EEG, une IRM et une PL avec un dadade protéine 14-3-3 et de la protéine
Tau dans le LCR [2].

.7 Traitements

La prise en charge de la MA doit étre pluridisciplre. Il s’agit d'une prise en charge
thérapeutique, médico-psychosociale et environn&ateedu patient et de son entourage. Le
médecin généraliste est le pivot de I'organisatiea soins centrée sur le patient. Il collabore
au diagnostic et au suivi avec un neurologue, uiaigé ou un psychiatre. Soulignons que
'HAS en octobre 2011 a émis une synthese d’avidadeommission de la transparence
concernant les médicaments du traitement symptqoetde la MA : le donépézil, la
rivastigmine, la galantamine qui sont trois inkehits de I'acétylcholinestérase (IAChE) et un
antiglutamate, la mémantine qui est un antagordste récepteurs NMDA (N-méthyl-D-
aspartate) [60]. En effet la commission de la pansnce de la HAS a estimé que le service
rendu de ces molécules était faible. Leur effiégacau mieux modeste et de pertinence
clinique discutable a été démontrée essentielles@nta cognition et les activités de la vie
guotidienne, alors qu’aucun impact n'a été démostréle délai d’entrée en institution, la
gualité de vie ou la morbi-mortalité. De plus cesdimaments entrainent de nombreux effets
indésirables cardiovasculaires, digestifs et neycdmatrigues auxquels s’ajoutent une
méconnaissance de toutes les interactions méditcaus®s se produisant chez des patients
agés et souvent polymédiqués. Les IAChE bloquentélzradation par la cholinestérase de
I'acétylcholine cérébrale, neurotransmetteur danpioduction diminue chez les personnes
atteintes de la MA. La mémantine est un inhibitdas récepteurs NMDA du glutamate,
neurotransmetteur dont la libération excessive nadtujouer un réle dans la dégénérescence
neuronale. En effet, dans la MA, le glutamate s$erapliqué dans l'activation de ces
récepteurs responsable d’une entrée excessive B aBautissant & la mort neuronale

(excitotoxicité).

L’instauration d'un traitement meédicamenteux spgué doit prendre en compte les

préférences du patient et le rapport bénéficelasqilu traitement envisagé. Le
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primoprescripteur peut proposer au stade léger.éenéoet modérément sévere, un inhibiteur
de la cholinestérase et au stade sévere seulenmmtiée a 'AMM. Il n'y a pas d’'intérét a
prescrire une bithérapie (deux IAChE ou un IAChE w@h antiglutamate). Un
eléctrocardiogramme est recommandé avant la ppéiscrid'lAChE. Au-dela de six mois de
traitement, si le patient a atteint les objectif®$ et en 'absence d’'effet indésirable grave
et/ou altérant la qualité de vie, le traitementrp@é@tre poursuivi six mois supplémentaires. Si
I'efficacité a 1 an a été maintenue, la poursuitdrditement peut étre décidée en concertation

avec le patient, I'aidant et tous les acteurs neédgycho-sociaux [61].

Plusieurs interventions non médicamenteuses sonsageables, dont une prise en charge
psychologique, psychiatrique, sociale, juridigughaphonique, ainsi que des interventions
portant sur la qualité de vie, la cognition (stiatidn cognitive) et I'activité motrice. Elles
nécessitent une coordination entre les acteursawocen particulier les aidants familiaux,
dont le role est essentiel. Une évaluation médidalBaidant et des proches est indispensable
relevant fréquemment une fatigue, un épuisemeng swouffrance voire un syndrome

dépressif.

Par opposition aux thérapeutiques symptomatiques ywéceédemment d’autres molécules
sont actuellement a I'étude et sont basées surddulation de la production ou de la
dégradation du peptide amyloide, sur la pathol®gie ainsi que sur 'immunothérapie.

La thérapeutique basée sur la modulation de lauygtamh du peptide amyloide repose sur les
différentes enzymes capables de cliver I'APP. Aidsss inhibiteurs de lg-sécrétase
empécheraient la libération de I'extrémité N-terandu peptide B. I| semblerait toutefois
que leur action catalytique soit trop peu spécéiqgDes inhibiteurs de If-sécrétase sont
également étudiés mais une nouvelle fois leur mandg spécificité est a l'origine de
nombreux effets secondaires. D’autre part une apgrocontraire c'est-a-dire par
augmentation de la voie non amyloidogene visaniginanter 'activité de d-sécrétase est
également a l'étude [26]. D’autres molécules cagmhl’inhiber I'agrégation du peptide
amyloide aprés le clivage de€d puis y-sécrétases ont été développées. Ces essais
thérapeutiques ont été stoppés en raison d'unecitidxet d’'une absence d’efficacité
significative chez 'homme. En ce qui concernetlesapies anti-Tau, des phosphatases ainsi
gue des anticorps monoclonaux anti-Tau ont étéedwlir des modeles animaux. Concernant
limmunothérapie, une nouvelle génération de vaa&domposés de fragments N terminaux

d’ABl-42 est en cours de développement. Plusieurs sess@nmunothérapie par
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administration directe d’anticorps antpAont également en cours. A ce stade, l'utilitéaet
tolérance d’'un vaccin antiffou des anticorps monoclonaux chez 'lhomme soréraoditrer
[26].

1.8 De la physiopathologie aux biomarqueurs du LCR

Actuellement, trois biomarqueurs sont dosés dah<RR en routine : la protéine Tau totale,
la protéine P-Tau et le petidg3&-42. La majorité des études visant a évaluerraib#ité et

la spécificité de ces dosages utilisent des cat@lmiques et paracliniques (imagerie et
examen neuropsychologiques) pour établir le didgmde MA. Peu d’études ont corrélé les
résultats de ces dosages aux examens anatomoggel® du cerveau des sujets. Plusieurs
techniqgues sont employées pour ces dosages, deshodasét biphotoniques
(électroluminescence) ou les méthodes enzymatifi@ssELISA) qui sont les plus utilisées.
Le liquide biologique utilisé pour ces dosagesledtCR qui est en contact direct avec les
structures cérébrales et semble donc étre la redaiplus appropriée pour rechercher les

marqueurs pathologiques de la MA.

[.8.1 Protéine Tau-totale : T-Tau

Une augmentation de la concentration intrathécal&adrotéine T-Tau est observée dans la
MA [62]. Sa concentration dans le LCR serait c@eéhvec la quantité de DNF intracérébrale
[63]. Dans le LCR, nous la retrouvons en fragmelets six isoformes produits par protéolyse.
Ce sont ces fragments qui sont dosées par deoigstimmonoclonaux indépendamment de
leur état de phosphorylation. La concentration eatgne T-Tau augmente de facon

physiologique avec I'age. Sur 231 sujets témoissvideurs de T-Tau ont été déterminées :
136 £89 pg/ml entre 21 et 50 ans; 243 + 127 pgimree50 et 70 ans; 341 + 171 pg/ml au

dessus de 70 ans [64]. Les valeurs seuils patltplegipour le test ELISA varient donc en

fonction de I'age des patients : 300 pg/ml de Z&Daans, 450 pg/ml de 51 a 70 ans et 500
pg/ml au-dela de 70 ans. Une méta-analyse de 8@£ttomprenant 2500 patients atteints de
la MA et 1400 témoins montre que la sensibilité dhsage de la protéine T-Tau pour

discriminer un patient MA d’un sujet sain est dé®ét sa spécificité est de 90% [65](Figure

8).

48



[ Innogenetics assay [_] Athena assay I oy |

80- ———1l ]

X
|

Sensitivity (%)

A A I I IS I SIS P O s
TS EL L L F CFEFE FE &S E 3 -4
FES gﬁi‘ﬁ?&“ @f&{‘@éﬁ S @‘ﬁeﬁ& ‘i‘;ﬁ & TS \?;o'ﬁ*@}‘&‘é“@s-"? 53‘?’6\*‘;&‘ q?@*@g;\@‘*‘}é;@é
&~ © é& Ft S& =
b FeF

Figure 8: Protéine T-Tau comme biomarqueur de la M/ : différentes sensibilités de la -Tau obtenues
par 2 tests ELISA (les lignes rouges représentent les sensibilités yemnes pour distinguer les patients M/
des sujets sains). [65]

Cependant,d protéine Tau totale n'est pas spécifique dMA puisqu’elle s’éléve dar
d’autres tauopathies (DFT, PSP et DCSa concenttion semble refléter I'intensité de
lyse neuronale. Ainsklle s’éleve de facon ccidérable dans la MCJ (seuil a00 pg/ml),
dans la phase aigué d’'un AVC et en -critique dans la crise comitia]66] [67] [68]. Dans
la DFT, les études sowrbntradictoires puisqu’elles relat des concentrations intrathéca
augmentées, normales it diminuée. Chez les patients atteints de DCL-Tau est
légérement augmentérais sembl plus diminuée que dans la Mj&9]. Chez les patients

MCI qui vont convertir eMA, sa concentration est augmentée [70]

1.8.2 La protéine Tau phosptorylée : P-Tau

Une augment#&n de la concentration de l-Tau dans le LCR est observdans la MA au
stade démentiel et prodronj@D] [71]. Le dosage de la Pau a permis un gain de spécté
par rapport a la T-Tawne méta analy comprenant 11 études avec 800 pas atteints de
MA et 370 témoins affichane sensibilité de 80% et une spécificité de [65] L'utilisation
d’anticorps phosphdépendats dans le LCR a révélé que larBu était phosphorylée sur
nombreux sites. Les différentes-Tau peuvent étre analysées par ELISA sur diffé
épitopes dont principalement les thréonines 181, &3les sérines 199, 235, 396 et
(Figure 9) Une valeur prédictive wivalente a été retrouvée pouiBu 231 P-Tau 235 et P-

Tau 181. Le dosage le plus couramment utilisé @sii dirigé contre I'épitope en thréoni
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181 développé par la société Innogennetics®. Lawadeuil pour ce dosage est supérieure a
60 pg/ml (Vanderstichele et al. 2006).

Dans le cadre du diagnostic différentiel, c’essdforme P-Tau 181 qui permettrait de
différencier la DCL et la démence vasculaire deMA [72] [73] Il semblerait que sa
concentration soit diminuée dans la DFT et la dé@mevasculaire [72]. Plusieurs études
s’accordent sur le fait que sa concentration egin@mtée chez les patients atteints de MCI
[70] [71]. En ce qui concerne les autres épitopésoforme P-Tau 231 permettrait de
distinguer les patients Alzheimer de ceux soufsatd DFT avec une spécificité supérieure a
90% et de prédire une conversion du stade MCI laedg@mence avec une sensibilité de 80%.
Cependant pour distinguer les patients atteintsttéa démences il présente une spécificité de
seulement 63%. La P-Tau 199 discrimine les patiattents de MA des patients atteints
d’'une autre démence avec une sensibilité de 85% avaic une spécificité de seulement 70%
[72].
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Figure 9: P-Tau dans le diagnostic de la MA : seislités de P-Tau sur différents épitopes pour le
diagnostic de la MA (la ligne rouge représente laesisibilité moyenne) [65].

1.8.3 Les peptides 4

Dans une méta analyse regroupant 13 études av@@d&@ents atteints de MA et 450
contréles, la sensibilité et la spécificité du dpsdu peptide Bl1-42 pour établir le diagnostic
de MA étaient respectivement de 86% et 89% (Fidg0)g65].

50



100+ — —
[ innogenetics assay [ Athena assay il

90 SR—
80+ o o T ] —

Sensitivity (%)
o
i

B & A e £ ge AR TR o &
J @?:' b‘}@é@ Q@b g é}& Q_’é‘é&&.@o @@&&&‘a rg}bé_@
CFESFLLTE FELTH F
XS L L &
S &
& &

Figure 10 : AB1-42 dans le diagnostic de la MA : différentes seihdités de 'Ap1-42 obtenues par 2 tests
ELISA (les lignes rouges représentent les sensilbds moyennes). [65]

Une diminution de la concentration du peptid&LA42 intrathécale est observée dans la MA,
ainsi que dans la DCL, la démence vasculaire @fl@l, pathologies dans lesquelles des
plaques séniles sont observées [69] [66]. Des rmlda référence sur des populations non
atteintes par des affections dégénératives ortadtéilées et s’élévent pour BA-42 a 794 +
218 pg/ml (Sjogren 2001). La diminution de sa coreion dans le LCR pourrait étre due a
son agrégation dans les plaques amyloides maismgat a un défaut de sa clairance dans le
LCR. En effet, la diminution de I'B1-42 intrathécale serait corrélée au nombre deupkq
séniles dans une étude autopsique [74]. Son ndeainuerait avant les premiers symptéomes
de la maladie puisque la quantité de peptidgs-42 dans le LCR est significativement plus
basse chez les sujets asymptomatiques porteurs dhaomalie sur le géne de la préséniline 1
gue chez les sujets sains [75]. De la méme maxi@neernant le génotype de I'’ApoE, la
présence de l'allele E4 est associée a des nivdafl-42 diminués avec des valeurs
inférieures chez les homozygotes par rapport ajetsshétérozygotes [76]. La valeur seuil du
test ELISA est de 500 pg/mL. Le peptid@ Aajoritaire dans le LCR est le peptid81A40
puis par ordre de concentration décroissante vignies peptides BL-38 et A31-42 [28]
[27]. Le peptide B1-40 refléte la charge totale de peptide amyloidelgte. Ainsi, les gros
producteurs de peptidefAatteint de MA peuvent présenter une concentraimrmalement
elevée de peptide fA-42 dans le LCR. Le rapportpA-42/A31-40 permettrait donc de
corriger cette variation interindividuelle de pejgtiamyloide et révélerait la vraie charge en
peptide A du patient [77]. Les formes retrouvées dans le LSORt par ordre de quantité
décroissante : le peptideA-40 , A31-38, A31-42 (Figure 11) [27] [28].
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Figure 11 : Spectre de masse des formes majoritagal’Ap retrouvées dans le LCR [28].

Il existe encore d’autres formes tronquées a l@rité N-terminale du peptide a 42 acides

aminés mais leurs valeurs diagnostiques ne sorgr@ase bien établies [78].
Les variations des taux de ces trois biomarqueansrésumées dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Résumé des variations des biomarqueudsi LCR en fonction de la pathologie [79]

Situation Tau P-Tau (181) Peptide A-B1-42
Sénescence <450 pg/mL <60 pg/mL >500 pg/mL
normale(N)

MA 71 modérée 21 modérée N

Dépression N N N

Parkinson N N N

Alcoolique N N N

Démence N ou 22 modérée N ou N modérée N ou N modérée

frontotemporale

Démence a corps de N ou 22 modérée N N modérée
Lewy

MCJ AAA N ou A N

Accident vasculaire A A transitoire N N

cérébral

Démence vasculaire Variable N N ou N modérée

MA : maladie de’Alzheimer ; MCJ : maladie de Creutzfeld-Jacob.
AD : Alzheimer disease ; CDJ : Creutzfeld-Jacob disease

Ainsi, I'étude de ces différents biomarqueurs pdraome approché vivo des modifications

neurochimiques induites par les démences neurodégjéres. Les valeurs de sensibilité et de
spécificité des biomarqueurs prises isolément sapgrieures a 80% pour différencier les
patients MA des témoins. La meilleure spécificitd ebtenue avec la P-Tau. Plusieurs

travaux ont donc évalué les performances de difféeecombinaisons de ces biomarqueurs.

1.8.4 Combinaisons des marqueurs

L'utilisation combinée des marqueurs du LCR perm@ugmenter les performances du
diagnostic biologique des démences et du diagndstérentiel en termes de sensibilité et de
spécificité. Ainsi Hulstaert et al. en 1999 ont dineé la concentration du peptidg 42 et

la concentration de Tau totale afin d’établir uigné seuil permettant de distinguer les
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patients atteints d’'une MA probable, des sujetassaivec une sensibilité de 85% et une
spécificité de 86%. Cette ligne discriminante est droite d’équation A1 — 42 = 240 +
1,18 X Tau (équation 1). Le IATI (Innotest Amyloid Tau Indegdrrespond au rapport de
I'A B1-42 mesurée sur I'l-42 calculée (équation 1). Lorsque ce rapporinéstieur a 0,8 le
diagnostic évoqué est une MA. L’analyse conjointelATI et de la concentration en P-Tau

forme 4 secteurs (Figure 12).
- secteuf): IATI > 1,2 et P-Taw 60 pg/ml correspondant & un profil normal.

- secteur): IATI < 0,8 et P-Taw 60 pug/ml correspondant & un profil de MA probablec

une sensibilité de 85% et une spécificité de 9505.[8

- secteur(3): IATI < 0,8 et P-Taw 60 pg/mL correspondant & une neurodégénérescence

ainsi que certaines MA.

- secteuf(4): augmentation isolée de la concentration en P-Tau.
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Figure 12 : Représentation graphique du IATI assoéd a la P-Tau.

Lorsque I'examen neuropathologique est utilisé cengold standard, la sensibilité et la
spécificité, des trois biomarqueurs combinés, sespectivement supérieures a 90% et 85%
[81]. La concentration élevée en T-Tau et P-Taw@és a une baisse du taux de peptide
AB1-42 permet d’identifier les patients atteints d€INisquant de convertir en MA dans les
cing ans avec une sensibilité de 95% et une spi€ifie 83% [82] [70]. Dans cette derniére
étude, le risque pour un patient MCl de développess MA est multiplié par 18 lors de
l'utilisation du ratio T-Tau /81-42.

Ce ratio permet de distinguer les patients attedetdMA de ceux atteints de DFT avec une

sensibilité et une spécificité de 85% [83] Il petrdgalement de distinguer une MA d’une
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démence vasculaire avec une spécificité supérie@d@o, il est toutefois moins performant
pour discriminer une MA d’'une DCL en raison de $itoniles de Iésions caractéristiques [84].
Enfin, dans une autre étude, le risque de dévetappe démence a 8 ans est multiplié par 5

lorsque ce rapport est éleve [85].

De méme le ratio P-TaufA-42 permet d’établir le diagnostic de MA avec seasibilité de
91,6% et une spécificité de 85,7% lorsque le raibsupérieur a 0,0867 fA-42/P-Tau <

11,5) avec une concentration en protéine T-Taurgsupé a 350 pg/mL (Tableau 4).

Tableau 4: Détermination des seuils optimaux d'apre les courbes de ROC . Sensibilité et spécificité&sl
biomarqueurs établies par I'analyse neuropathologige des cerveaux [86]

. a Optimum o %

Variable Cutoff AuC (95% cI) Sensitivityh Specificityh Accuracy

AB42, NPs 515 pg/mL 0,866 (0,778- 80,0 82,1 80,5
0,953)

Tau, Braak 350 pg/mL 0,756 (0,581- 75,5 76,9 75,6
0,931)

P-tau, Braak 52,5 pg/mL 0,816 (0,680- 69,1 84,6 70,7
0,953)

P-tau to AB42 ratio, Braak >0,0867 0,936 (0,983- 82,7 100,0 84,6
0,999)

Tau to AB42 ratio, Braak >0,6769 0,866 (0,738- 79,1 92,3 80,5
0,994)

P-tau to AB42 ratio, NPs >0,0867 0,909 (0,844- 91,6 85,7 90,2
0,975)

Tau to AB42 ratio, NPs >0,7121 0,899 (0,829- 84,2 89,3 85,4
0,970)

Un ratio A31-42/P-Tau < 9 permet d’établir un diagnostic de B4&c une sensibilité de 95%
et une spécificité de 92%.(Figure 13) [87].
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Figure 13: Représentation graphique du ratio A1-42/P-Taul81 associé a a protéine Tau.

Plusieurs études ont recemment montré l'intérétagyport A31-42/ A31-40 et sa supériorité
par rapport au dosage de BA-42 seul (Tableau 5) non seulement pour difféerieis MA
des témoins et des patients atteints d’autres déesemais également pour détecter les MCI

qui convertiront en MA.
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Tableau 5: Synthese d'études concernant les senéiiéis et les spécificités du ratio f1-42/AB1-40

Nombre total de

Auteurs Groupes . Sensibilité Spécificité
patients
Hansson et al. i i
137 MCI 137 Conversion MCl vers  Conversion MCI vers
2007 MA 91% AD 86%
. TAMA; 2? AD; 141 Le ratio AB1-42/AB1-40 devrait remplacer
Wiltfang et al. conversions MCI , s . .
312 I’AB1-42 seule pour améliorer le diagnostic
2007 vers MA et 69 MCI o
biochimique de la MA
vers AD
24 MA;3DCL;5
Beyreuther et al. DFT:8TP: 2 DV: 36 102 MA vs AD : 96% MA vs AD : 86%
2008 ' CO‘N ' MA vs CON : 92% MA vs CON : 91%
Lewczuk et al. 22MA;11AD; 35 68 MA vs AD : 95,2% MA vs AD : 91%
2004 CON MA vs CON : 95,2% MA vs CON : 80%

MA: MA; AD: autre démence MCI: Mild Cognitive Impainent; DCL: Démence a Corps de Lewy; DFT : Démencetbron
Temporale; TP: Troubles Psychiatriques; DV: Déme¥easculaire; CON: Contrdles.

Une étude menée par le laboratoire d’Innogenetes@enu le seuil de 0,05 (Figure 14).

Wiltfang et al, 2007 J. Neurochem.
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Figure 14 : Représentation graphique de I'1-40 en fonction de I'’$1-42 et ligne seuil du ratio 1-
42/Ag1-40 (INNOGENETICS®).

Ce ratio permettrait également de mieux discrimiesr patients atteints de DCL de ceux
atteints de MA par rapport au dosage deliA42. L'utilisation des ratios BL-42/A31-38
ainsi que A1-42/A31-37 associés a la T-Tau permettraient égalemeétd distinction avec
une sensibilité de 100% et une spécificité de 988} [89]. D’autres études et travaux de
these ont montré une valeur ajoutée au dosageA@é-A0 et du ratio f1-42/AB1-40 par
rapport au dosage de IBA-42 seule, notamment lorsque les dosages desn3aljoeurs

n'apportaient pas de conclusion biologique [90] [@2].

1.8.5 Limites des biomarqueurs du LCR

Comme nous l'avons vu précédemment peu d’étudesériité la sensibilité et la spécificité

de ces marqueurs par I'examen neuropathologipsé mortem
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Dans le stade pré-démentiel, l'utilisation de ceemarqueurs soulévent d'importants

problémes éthiques par I'absence de traitemertaeffi au stade prodromal de la MA.

La ponction lombaire demeure un acte invasif eiaene pour le patient méme si une étude
démontre la trés bonne acceptation et sa faisalsiliec des effets secondaires rares dans 18
CMRR francais [93].

Un programme de controle de qualité externe avetadOratoires participants révele une
grande variabilité inter-laboratoire due aux diéfdtes procédures pré-analytiques et
analytiques [94]. Ces laboratoires utilisaient tehiniques immunométriques monoplexes et
multiplexes. Les coefficients de variations (CV}reres différents laboratoires variaient de
13% a 36% et notamment pour le kit ELISA Innogers®i variant de 16% a 28%. Il était
donc nécessaire de standardiser la phase préaunalytomme par exemple le type du tube a
utiliser, le nombre de cycles de congélation/déétatppn permis, la température de
congélation) puisqu’elle influence le résultat fime I'analyse. Les recommandations de
'ABSI (Alzheimer’'s Biomarkers Standardization liaiive) sont réesumées dans le Tableau 6
[95]:

Tableau 6 : Résumé des recommandations de I’ABSI isles aspects préanalytiques et analytiques pour la
recherche des biomarqueurs de la MA dans le LCR [95

Parameétres pré-analytiques Recommandations
Variation diurne Pas de meilleur moment dans la journée pour effectuer la PL
Volume de LCR a prélever 1,5 mL minimum
Aiguille 0,7mmet22G
Prévention du syndrome post PL Repos au lit pendant 1h30 aprés la PL
Tubes et aliquotes Tubes en polypropyléne (pas de verre ni de polystyrene)
Deés que possible dans les 2 heures apres la ponction
Centrifugation du LCR Centrifugation a 2000g pendant 10 minutes (non obligatoire si LCR

non hémorragique)

Durée et température avant
stockage
Durée de stockage aprés Plus de 2 mois a-80°
congélation 2 mois a -20°C
Nombres de cycles
congélation/décongélation

Transport inférieur a 5 jours a température ambiante

1 a 2 cycles permis

PL traumatique : échantillon avec un nombre de GR > 500 pL doit

interférences u e
étre centrifugé

Le paramétre le plus influent sur le résultat astdmposition des tubes utilisés pour le recueil
du LCR pendant la PL, pour l'aliquotage et égalentens du dosage (tubes de dilution de la
gamme). Une étude a montré une grande variabgisébibmarqueurs, notamment 242,

résultant d’'une adsorption rapide sur la surfacenems de 15 minutes en fonction du tube
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utilisé. D’une maniere surprenante, dans cetteeckeisl tubes en PP purs n'ont pas donné les
meilleurs résultats [96]. Une étude a montré queplaposition des tubes interfére moins sur
le ratio A31-42/ AB1-40 que sur I'B1-42 seule [97].

En ce qui concerne la phase analytique, les véitedpeuvent s’expliquer par les différentes
techniques qui n'utilisent pas les mémes anticobms.plus, il n’existe pas de consensus
concernant les cut-offs de positivité pour lessttmiomarqueurs. Ainsi une étude européenne
montre une trés grande hétérogénéité selon lesdesygaleurs seuils pour IBA-42 allant de
300 a 849 pg/ml, pour la protéine Tau totale de 4950 pg/ml et pour la protéine P-Tau de
40 a 85 ng/ml [98]. Dans la plupart des cas, ldsura seuils sont déterminées pour chaque

laboratoire a partir de la littérature ou a laesudiés résultats de leur propre étude.
1.8.6 Dosages plasmatiques du peptidéamyloide

Plusieurs dosages plasmatiques du peptifle(A31-42, A31-40 et A tronquées) ont été
étudiés par méthode ELISA, mais les résultats tledeé sont discordants. Il a été démontré
une absence de corrélation entre les taup A2 dans le LCR et dans le plasma [99]. Dans
cette derniere étude, il n'y avait pas de corrétatians la probabilité de progression de MCI
vers une MA liee aux taux plasmatiques p'ACes divergences peuvent s’expliquer par
I'incidence de covariables comme I'age, la fonctiénale, les atteintes cérébrovasculaires sur
les taux plasmatique dA[100]. Ainsi une étude a montré qu’apres lintdégna de ces
variables dans l'analyse des données, les dosagel-d0 et A1-42 plasmatiques
apportaient peu déléments diagnostiques pour ure [MD1]. De plus, le peptide A
plasmatique peut interagir avec de nombreuses ipestécirculantes (albuminegl-
antichymotrypsine, protéines du complément, trgmétine, apoferritine, apolipoprotéine et

lipoprotéines) et les complexes ainsi formés poantagéner la détection de ce peptide [102].

En conclusion, les trois biomarqueurs du LCR (T;TR«Tau et £1-42) occupent une place
importante dans le diagnostic du MCI da a la MAletant les formes cliniques atypiques de
la maladie. lls définissent la phase pré-cliniqeelal MA proposée pour la recherche sur
I'histoire naturelle de la maladie et les essaisdheutiques. Leurs capacités a diagnostiquer
précocement la maladie soulevent toutefois destigmesethiques. De surcroit, lorsqu’ils sont
combineés, leurs négativités permettent d’éliminee WA avec une speécificité supérieure a
90%.
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Comparé a une IRM cérébrale, qui constitue un eractoeplémentaire systématique dans le
bilan d'une démence, I'outil diagnostic biologigpedsente I'avantage d'étre abordable en
matiere de codlt. En effet, en affichant un prix6deb € celui-ci est trois a quatre fois moins

cher qu'une IRM.

Néanmoins, plusieurs inconvénients subsistent. Pl@sguels nous pouvons citer I'absence
de contrdle interne, l'insuffisance d’évaluationtesxe de la qualité ainsi que le défaut de
standardisation entre les centres. Un défaut quiasglait par de grandes discordances entre les
phases pré-analytiques et les déterminations deargaseuil. Quoiqu’il en soit ces nouveaux
moyens d’investigation n’étant pas accessible a tes centres, le diagnostic de la MA reste

avant tout clinique.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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Il PARTIE EXPERIMENTALE

1.1 Obijectifs

Le dosage des biomarqueurs du LCR de la MA s’aftecu laboratoire de Biochimie et
Génétigue Moléculaire du CHU de Limoges depuis ¢tésrd’octobre 2009. Le profil type de
ces biomarqueurs dans la MA est une augmentatida cencentration en protéine Tau et P-

Tau associée a une diminution de la concentratigreptide A1-42 dans le LCR.

L'utilisation combinée des ces marqueurs permetughsenter remarquablement les

performances du diagnostic biologique de la MAegmes de sensibilité et spécificité.

Cependant dans des cas encore trop hombreux sidsaté de ces dosages ne permettent pas
de conclure. De plus, I'apport de ces dosages lpotimicien dans sa démarche diagnostique

n'a pas été évalué, et nos conclusions diagnostijgspectives n'ont pas été confrontées.

Dans un premier temps, nous déterminerons lesmpegiftces de ces trois biomarqueurs dosés
en routine depuis leur mise en place dans le labioeade Biochimie. Dans un second temps,
nous étudierons l'apport du ratig32A-42/A31-40 dans les situations ou nous ne pouvons pas
conclure biologiquement, ceci en vue du dosage eplige A31-40 en routine au sein de
notre laboratoire. Enfin nous évaluerons lI'impaets désultats des biomarqueurs sur le

diagnostic clinique final.

[1.2 Patients et méthodes

[1.2.1 Sélection des patients pour I'évaluation de la pesfmance des biomarqueurs du
LCR dans le diagnostic de la MA et pour I'évaluation de I'impact des résultats

biologiques sur le diagnostic clinique

La population de I'étude a concerné tous les pttiapant bénéficié d’'une ponction lombaire
dans le cadre d’'une recherche des biomarqueura Al dans le LCR du mois d’octobre

2009 au mois de septembre 2012.

Les dosages des trois biomarqueurs effectués dimecant été réalisés avec les kits ELISA
de la société INNOGENETICS : Innotest hTAU Ag®, dtest PHOSPHO-TAU (181P)® et
Innotest3-AMYLOID (1-42)®.
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[1.2.2 Sélection des patients pour I'évaluation des perfonances du ratio A31-42/AB1-

40 associé a la P-Tau

Le dosage du peptidefA-40 et le calcul du rapportpA-42/A31-40 ont été effectués pour les

patients présentant un profil biologique atypiqyeéa le dosage des trois biomarqueurs
utilisés en routine. Le dosage du peptidélA0 a été réalisé avec le kit ELISA Human

Amyloid B (1-40) Assay® de la société IBL.

[1.2.3 Critéres d'exclusion

Les patients pour lesquels le dosage de la profEaneétait inférieur a 100 pg/mL et P-Tau
inférieur a 20 pg/mL ont été exclus reflétant ptdbment une dénaturation de ces protéines

due a un probléme pré-analytique.
I1.2.4 Classification biologique

Suite a l'interprétation des résultats des troisages effectués en routine, le IATI et la P-Tau

ont permis de diviser les patients en trois groupgsre 15 :

» Profil biologique normal (Aire 1) : IATI > 1,2 et P-Taw 60 pg/mL
» Profil biologique probable MA (Aire 2) : IATI < 0,8 et P-Tau > 60 pg/mL
» Profil biologique atypique regroupant tous les résultats se trouvant dans :
- L’aire 3 : IATI < 0,8 et P-Taw 60 pg/mL correspondant a un profil de
neurodégénérescence ainsi que certaines MA.
- Laire4 :1ATI > 1,2 et P-Tau > 60 pg/mL
- Lazone grise: 1,2> IATI > 0,8
- IATI non calculable : Tau > 1200 pg/mL

IATI
2,8 -
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O ®
1
1,6 - i
i
12 ----m— oo ;
IATI=1
0,8 +
'
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0 +—0 ! ‘ ‘ : |
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P-Tau 181 (pg/mL)
Figure 15 : Représentation graphique du IATI assod a la P-Tau.
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Suite au dosage du peptide1A40, le résultat du ratio A-42/AB1-40 associé a la P-

Tau nous a permis d’établir une nouvelle classificebiologique :

» Profil biologique en faveur d’'une MA :[(f1-42/A31-40 < 0,5 et P-Tau > 60 pg/ml

» Profil biologique normal : A1-42/A31-40 > 0,5 et P-Tau < 60 pg/ml

» Profil biologique en faveur d'un processus amylgite (en dehors d’'une MA):
AB1-42 / A31-40 < 0,5 et P-Tau < 60 pg/ml

» Profil biologique non concluant :fA-42 / A31-40 > 0,5 et P-Tau > 60 pg/ml

[1.2.5 Classification clinique

Les diagnostics cliniques initiaux, avant la pride connaissance par les cliniciens des
résultats biologiques et les diagnostics finauxega prise de connaissance des résultats des
biomarqueurs du LCR ont été recueillis a partirddenées cliniques disponiblesa les

logiciels informatiques Cyberlab et Crossway du C##Limoges.

Le logiciel Cyberlab est un logiciel qui collectaus les résultats biologique et d'imagerie des
patients et le logiciel Crossway permet de consuéie comptes rendus de consultations
meédicales et d’hospitalisations des patients. L@sclosions des courriers du CMRR du
limousin ont également été recueillies et pouickes « difficiles », certains diagnostics ont pu
étres discutés avec le Dr Cartz-Piver, neurologu€EMRR du limousin et médecin directeur
du réseau COGLIM (Réseau de Dépistage des Tro@gsitifs en Limousin). Le score

MMS de la plupart des patients a également étéerdicu

Suite a I'étude de ces données, les patients értl@&ssés dans les 4 catégories diagnostiques

suivantes :

¢ MA (MA)

* Mild cognitive impairment (MCI)

* Autre démence neurodégénérative (AD) : démenceulaise, démence a corps de
Lewy, démence fronto-temporale, paralysie suprdéaire progressive, démence
cortico-basale, aphasie primaire progressive, hteoporticale postérieure, démence
sémantique, maladie de Creutzfeldt Jacob.

 Processus non neurodégénératif (ND): pathologieychiatriques, démence

alcoolique, épilepsie, pathologies infectieusdsietorales.
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[1.3 Analyses biologiques

[1.3.1 Préléevements de LCR

Les LCR acceptés au laboratoire de biochimie endvudosage des biomarqueurs de la MA
devaient impérativement étre recueillis dans u i polypropyléne et la quantité souhaitée
était de 3 a 5 mL. Les tubes devaient étre achenandaboratoire rapidement (délai apres la
ponction lombaire inférieur a 2 heures). Dés lapéion des échantillons, les tubes étaient
centrifugés a 4000 g pendant 10 minutes puis akégudans des petits tubes de 5 mL en
polypropyléne et conservés-80°C. Aucun autre cycle de congélation/décongéiatiétait
permis avant d’effectuer les dosages. Le dosad®A@d-40 s’effectuait a partir d’aliquotes

surnumeéraires congelés&0°C.
11.3.2 Dosage des biomarqueurs du LCR

Les protéines T-Tau, P-TaupA-42 et A81-40 ont été dosées en suivant les fiches techsique
fournies avec les kits ELISA de la société INNOGHNES®.

Pour chaque série de dosages, les échantillorenédosés en double et deux contrdles de
gualité interne (LCR avec des concentrations commueprotéine T-Tau, P-TauB2-42 et

AB1-40) ont permis de valider les résultats.

Les échantillons de LCR qui présentaient un caefiicde variation supérieur a 15% ou qui

sortaient de la gamme de linéarité ont été redosés.
Tous ces dosages étaient réalisés manuellemeabaratoire de Biochimie.

Dosage de la protéine Tau totale

Le dosage s’effectue par un kit ELISA (INNOTEST®HTAg) commercialisé par la société
Innogenetics (Figure 16) (annexe 4). Il s’agit dtast immunoenzymatique de type sandwich
en phase solide au cours duquel la protéine Tawmenest capturée par un premier anticorps
monoclonal (AT120) fixé au fond des puits de lanmitaque. Cette étape permet la fixation
des molécules a doser sur les anticorps. Apresephsslavages successifs deux anticorps
monoclonaux biotinylés (HT7 et BT2) sont ajoutésngldes puits. Les trois anticorps
monoclonaux reconnaissent différents épitopes dertdéine Tau. Aprés une nouvelle
incubation, une autre série de lavages successifagh d’éliminer I'exces d’anticorps non

fixés. Ces anticorps sont ensuite détectés a I'dide conjugué streptavidine-peroxydase.
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Apres ajout d'une solution de substrles échantillons positifs développ une coloration
bleue. La réaction est stoppée par I'addition dlacgulfurique qui foduit une couleur jaun
La densité optique est alors mesurée a 450 nmrpapectrophotométre. La réaction est a
guantifiée par colorimétrie a partir d’'une courb&taonnage réalisée avec des concentra
connues d’antigenes. Les concentres dandards de la protéine Tau se situent entre

1200 pg/ml (domaine de mesure) et la limite dedliete est de + 59,3 pg/r

N 2
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Figure 16 : Dosage de la protéine -Tau avec le kit ELISA (INNOTEST®hTAU Ag)

Dosage du peptide £1-42

Le dosage s’effectue par le kit INNOTESB-AMYLOID (1-42) (Figurel7) (annexe 5). De
la méme maniére, le peptide amyloide est d’abopiucd par un anticorps onoclonal
(21F12) lié sur la phase solide. Les échantilloed. @R sont ajoutés puis incubés avec
anticorps biotinylé (3D6). Cet anticorps est eresuiétecté par un conjugué streptavi-
peroxydase. Aprés addition de substrat les échantilpositift développent une coloratic
bleue. La réaction est stoppée et ensuite la densité wptest mesurée a 450 nm.
fournisseur précise que les anticorps monoclo sont hautement spécifiques puisqu'’ils
lient & I'extrémité C terminale des peptides coant 42 acides aminés. Les concentrat
standards de la protéingd&42 se situent entre 125 et 2000 pg/ml et la lim@elétection e
de £ 50 pg/ml.

p {Streptavidine

5
p/ I
c \} \\ 9 “Biotine
AMYLOIDE ;45

Figure 17 : Dosage de I' f1-42 avec lekit INNOTEST® B-AMYLOID (1-42).

Dosage de la protéine phospho-Tau

Le dosage s’effectue avec le kit INNOTEST® PHOSI-TAU (181P)(Figure 18) (annexe
6). La protéine Tau phosphorylée ou des fragmsont capturés par un premier anticc
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monoclonal HT7. Les échantillons de LCR sont ajpup@is incubés avec un anticorps
biotinylé, AT270bio. Cet anticorps est spécifiqgue gite phosphorylé thréonine en position
181. Le complexe antigéne-anticorps est ensuitectiétpar un conjugué streptavidine
marquée a la peroxydase. Apres addition de supbtgsaechantillons positifs se colorent en
bleu et la densité optique est mesurée a 450 nrimita de détection est de 15,6 pg/ml et les

concentrations standards de la protéine P-TausEnsientre 25 et 250 pg/ml.

HRP

. \NN. 4
E\ /'3/ sy

HT7 Phospho- AT270
peptide

Figure 18 : Dosage de la P-Tau avec le kit INNOTES®# PHOSPHO-TAU (181P)

Dosage du peptide AB1-40

Le dosage s’effectue avec le kit ELISA Human AmgIfi(1-40) Assay de la société IBL
(annexe 7). Ce test immunoenzymatique de type sahden phase solide utilise deux
anticorps monoclonaux spécifique de B140. L'anticorps fixé sur la phase solide est
spécifiqgue des acides aminés 35 et 40. Le deux@mieorps couplé a la peroxydase est
spécifigue de l'extrémité N terminale du peptid§1lA0. Aprés ajout du substrat, les
échantillons positifs développent une coloratiorubl Puis la réaction est stoppée et la
densité optique est mesurée a 450 nm. Les contiengastandards du peptideB &40 se
situent entre 470 et 30000 pg/ml.

1.4 Statistiques

Les concentrations en protéines pour chaque grauypeeté comparées avec le test de
Kruskall Wallis. Les courbes de ROC ont été réalsén excluant les patients MCI. Les
courbes de ROC ont été réalisées avec le logicglvBrsion 2.15.3. La comparaison des
courbes de ROC a été réalisée avec le logiciel AT®D13® utilisant le calcul de la matrice

de covariance des AUC. Le seuil de significatigitétistique était p < 0,05. Le test du Chi2 a

éte utilisé pour comparer les proportions d’hometade femmes dans chaque groupe.
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Résultats

Entre le 21 octobre 2009 et le 7 septembre 2012 ¢8Rantillons de LCR ont été analysés au
laboratoire de Biochimie. Parmi lesquels, 13 oré ékclus, dont 11 en raison d'une
concentration en protéine Tau inférieure a 100 pgkh d’une concentration en P-Tau
inférieure a 20 pg/mL ainsi que 2 suites a des éesitliniques non transmises par les centres

hospitaliers de Brive et d’Esquirol.

Ainsi, dans cette étude, nous avons pris en corBpe LCR prélevés dans 6 services
cliniques différents. Parmi ces échantillons, 288&pnaient du service de neurologie, 72 du
service de gériatrie, 4 du service de psychiadrigy service de médecine interne, 2 du service

de dermatologie et 1 du service de neurochirurgie.

La cohorte de cette étude était agée en moyengd,det 10,5 ans, avec des extrémes d’age
allant de 39 a 91 ans. Les hommes, plus nombreptésentaient 53% (n = 165) de la

population et les femmes 47% (n = 147).

La premiére phase de I'étude a donc consisté aiévbéfficience du dosage de la T-Tau, de
la P-Tau et de I'81-42 pour le diagnostic de la MA. Afin d’apprécies performances de

ces analyses, les résultats biologiques ont étiéardas aux diagnostics cliniques initiaux.

[1l.1 Evaluation des performances des biomarqueurs du LCRuitilisés en routine par

confrontation des conclusions biologiques aux diagstics cliniques initiaux

Etablir cette intercomparaison a nécessité toliat@ de répartir les patients en 4 groupes en
fonction de leur diagnostic clinique initial. Cetlestribution est illustrée par le Tableau 7 et
représente les médianes et intervalles interqaartlles concentrations en T-TaujlAd2,
IATI, AB1-42/P-Tau et des MMS pour les 4 groupes de patiénsi le diagnostic clinique
initial a décelé 109 patients (60 femmes et 49 hes)matteints d’'une MA, 118 patients (49
femmes et 69 hommes) atteints d’autres démenceg, (BD patients (29 femmes et 32
hommes) sans processus neurodégénératifs (ND) patknts (8 femmes et 16 hommes)

présentaient des troubles cognitifs légers (MCI).
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Tableau 7 : Médianes et intervalles interquartilesdes concentrations de T-Tau, P-Tau, fl1-42, des IATI,
du ratio Ap1-42/P-Tau et des MMS selon les différents groupée patients :

Sexe P-Tau AB1-42 AB1-42/P-
age T-Tau (pg/ml) IATI MMS
(F/m) (pg/ml) (pg/ml) Tau
82,8 549
MA 478,39 0,59 5,9 22
60/49  74[65-80] [67,77- [404,16-
(n=109) [335,35-743] [0,4-0,99] [4-9,9] [17-26]
112,74] 691,35]
654,05 22
AD 271 53,69 1,36 15,4
49/69 72 [65-79] [511,7- [17,75-
(n=118) [182,9-410,82] [37,6-73,8] [0,7-1,81] [7,4-20]
974,97] 24,25]
847,06 1,91
ND 176 45,2 19,4 24,5
29/32  61[57-72] [701,78- [1,55-
(n=61) [141-255,16] [36,1-54,57] [15,4-22,95]  [22-28]
1007,5] 2,19]
59,5 715,71 1,29
MCI 306,14 10,95 26
8/16  72[65-79] [47,78- [543,15- [0,72-
(n=24) [177,53-446,25) [6,25-18,4]  [25-28]
84,69] 906,02] 1,73]

Toutefois, ce dernier n'exprime gu’'une tendanceégdle des résultats biologiques pour
chaque catégorie de patients et ne permet en azazird’établir une corrélation entre le
dosage des biomarqueurs et les diagnostics clisimitgaux de maniére a apporter davantage
de lisibilité a cette analogie nous avons opté pme& représentation graphique, basée sur le
systeme des boites a moustaches. Cet outil créelgbar Tukey en 1970, permet une
interprétation de données statistiques par intepemaisons de plusieurs groupes de tailles

différentes pour un méme paramétre.
Comme interpréter une boite a moustaches ?

Pour lire et interpréter ce type de graphiquetinésessaire d’en connaitre sa construction. La
boite a moustaches utilise 5 valeurs qui résumeniddnnées : Le minimum ; les 3 quatrtiles :
Q1, Q2 (médiane), Q3 et le maximum (Figure 19).
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Q3 (25%)
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boite
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grohpe

Figure 19 : Représentation graphique d’une « boité moustache »

On repere sur la boite a moustaches d’'une variable

» L’échelle des valeurs de la variable située swel'@ertical.

« Lavaleur du { quartile Q1 (25% des effectifs), correspondantrait inférieur de la
boite.

« La valeur du 2" quartile Q2 (50% des effectifs), représentée patrait horizontal &
l'intérieur de la boite.

e Lavaleur du ?“equartile Q3 (75% des effectifs), correspondantrait supérieur de
la boite.

» Les deux moustaches inférieures et supérieuregsemeées sur le schéma par les
traits verticaux de part et d’autre de la boitendiéént les valeurs adjacentes qui sont
déterminées a partir de I'écart interquartile (QBrQ

» Les valeurs dites extrémes ou atypiques, situéatel@udes valeurs adjacentes sont

individualisées. Elles sont représentées par deguears (dans notre cas : un cercle).

De maniére comparable, nous avons donc représsntedroupes de patients répartis par les
diagnostics cliniques initiaux selon des paraméfues sont les concentrations en protéines
dans leurs LCR (Figure 20).
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Figure 20 : Concentrations (médianes et quartilesgn protéines T-Tau, P-Tau et 1-42 dans les LCR des
patients atteints de MA, d'autres démences (AD), dMCI et de ceux sans processus neurodégénératif

(ND).
Ainsi, nous pouvons constater que les patienténgdtde MA présentent des concentrations
intrathécales en protéine T-Tau et P-Tau signifieatent plus élevées que les patients
atteints de MCI (p < 0,05), d’AD (p < 0,05) et NP € 0,05). Les patients sans processus
neurodégénératif présentent quant & eux des coatiens significativement plus basses que
les patients atteints de MCI (p < 0,05), d’AD (®;05) et de MA (p < 0,05). Nous pouvons

noter que la valeur de la T-Tau la plus élevée 348 mL), représentée sur la Figure 20 par

un cercle rouge comme valeur atypique a été reémuahez un patient atteint de MCJ.

De la méme maniére, les concentrations intrathécade peptide B1-42 sont
significativement plus basses chez les patienesnédétde MA que ceux souffrants de MCI (p

< 0,05), d’AD (p < 0,05) et de ND (p < 0,05), alopse ceux sans processus neurodégénératif
présentent des concentrations significativemerd plavées que les patients atteints de MCI

(p < 0,05), ’AD (p < 0,05) et de MA (p < 0,05).

Cette premiere lecture témoigne donc d’ores et gégle dosage de ces trois protéines est

bien corrélé aux diagnostics cliniques initiauxpetmet de facon effective de distinguer les
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patients atteints de MA de ceux ne présentant magrdcessus neurodégénératif. En
poursuivant la lecture des graphiques, nous obeer&galement que les patients souffrants de
MCI et d’AD ont des concentrations en protéine TtTet P-Tau significativement plus
élevées que les patients sans processus neurodggépé< 0,05) et significativement plus

basses que chez les patients atteints de MA (p5.0,

De la méme maniére, concernant le peptii@-A2, les patients souffrants de MCI et d’AD
ont des concentrations significativement diminupas rapport a celles affichées par les
patients sans processus neurodégénératif (p < @{0Significativement plus élevées que

celles développées par les patients atteints d€pgvA0,05).

Cette deuxieme lecture indique que les patienwingt de MCI ou d’AD peuvent étre
distingués de ceux atteints de MA ou de ceux nesgmt@nt pas de processus
neurodégénératif. Toutefois, aucune différence bletane peut-étre effectuée entre les
patients atteints de MCI de ceux présentant une B@®plus, ces deux groupes de patients
présentent tout de méme de fortes zones de recnamteconcernant I'étude de [BA-42
entre les groupes MA et ND. Afin de réduire cesemode recouvrement, nous avons décidé
de contraster ces résultats en recourant a daegdeatombinées, celles du IATI et du ratio
AB1-42/P-Tau (Figure 21).

w0 100 F
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a | |
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MA MCI ND AD MA MCI ND AD

Figure 21 : Valeurs (médianes et quartiles) du IATlet du ratio AB1-42/P-Tau entre les patients atteints de
MA, ceux atteints d'autres démences (AD), les patiés MCI et ceux sans processus neurodégénératif
(ND).

De maniére similaire a l'interprétation des valedes P-Tau, la T-Tau et I'fl-42, nous
constatons que les valeurs du IATI et du ratiplA2/P-Tau sont significativement plus
basses chez patients atteints de MA que chez dgeinta de MCI (p < 0,05), d’AD (p <
0,05) ou de ND (p < 0,05). Les patients sans psuseseurodégénératif présentent quant a

eux des valeurs significativement plus élevéesaglies affichées par les patients atteints de
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MCI (p < 0,05), d’AD (p < 0,05) et de MA (p < 0,09)es patients atteints de MCI ou d’AD
affichent des valeurs de IATI et d}A-42/P-Tau significativement plus basses que les
patients sans processus neurodégénératif (p < @t0pjus élevées que chez les patients
atteints de MA (p < 0,05).

Cette nouvelle lecture ne nous permet donc pasnttya de faire une distinction entre les
patients atteints de MCI de ceux présentant d’audénences. Néanmoins, ces deux modéles
combinés présentent tout de méme I'avantage déredfidutement les zones de recouvrement
précédemment rencontrées. Nous pouvons égalenfentesifqu’'un de ces modéles peut se
substituer a l'autre puisque leurs graphiques @gpaious apparaissent visuellement comme

guasiment superposables.

Concernant les scores de MMS, les patients attetlds MA affichent des scores
significativement plus bas que les patients ageoie MCI (p< 0,05) et que ceux sans
processus neurodégénératif {p0,05). En revanche, il n'’a pas été observé detraiffce
significative des scores de MMS entre les patiatigsints de MA et ceux atteints d’autres
démences. De la méme maniere, les patients sanespis neurodégénératifs avaient des
scores de MMS significativement plus élevés quepksgents atteints de MA (p 0,05) et
ceux atteints d’autres démences. Toutefois, ilpda été observé de différence significative
des scores du MMS entre les patients atteints del MC ceux sans processus

neurodégénératif.

Concernant I'age des patients, une différence faigive a été retrouvée entre les patients

atteints de MA et d’autres démences et ceux satepsus dégénératif.

Concernant la répartition des sexes dans les diftérgroupes de patients, aucune différence

n'a été retrouvée (p = 0,109).

Afin de confirmer ces résultats et de s’assurerlgaeseuls modeles d’études du IATI et/ou
du ratio A31-42/P-Tau suffisent toujours a la constitutionrddiagnostic biologique de la
meilleure qualité possible, nous avons décidé dése¥ des études de performances selon
plusieurs angles d'observation. Avec une démarcingilasre a la confrontation des
diagnostics biologiques aux diagnostics cliniqueaux, nous avons opté dans cette étude
pour une représentation graphique des performaapeslée courbe de ROC (Receiver
Operating Characteristic). Nous avons commenceé éttide en considérant dans un premier
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temps l'efficacité de la T-Tau, la P-Tau et f&42 a discriminer les patients atteints de la

MA de ceux ne présentant pas de processus neurcetétjé

l11.1.1 Performances des trois biomarqueurs utilisés en rdine permettant de
discriminer les patients atteints de MA des patiers sans processus

neurodégénératifs

Les diagrammes de ROC sont des outils de meswentdés durant la seconde guerre
mondiale pour faire ressortir les signaux radatedes bruits de fond. Adaptés depuis 1960
aux études médicales, ce systéme permet de mettrédvielence les performances
diagnostiques d’un test en corrélant sa sensildliga spécificité. Idéalement, le nombre de
faux positifs (1-Specificity) doit étre proche deeOcelui de la sensibilité doit étre proche de
1. En d’autres termes, plus l'aire sous la coudd( : Area Under Curve) est importante
plus le test est performant. Cet outil présentdedgent I'avantage de déterminer des valeurs
seuils permettant d’atteindre les meilleures sdiigt et spécificités du test. Les diagrammes
de ROC pour chaque biomarqueur afin d’évaluer Iparformances respectives a différencier
les patients atteints de MA de ceux ne présentastde processus neurodégénératif, sont
disponibles Figure 22.
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Figure 22 : Courbes de ROC des 3 biomarqueurs poue diagnostic de MA par rapport aux patients sans
processus neuro-dégénératifs.

Nous constatons que ces trois biomarqueurs prégetdes de bonnes performances
diagnostiques. Un léger avantage peut-étre attrébleé T-Tau et la P-Tau qui affichent des
AUC respectives de 0,863 et de 0,857 contre 0,294 tk cas de I'B1-42. A l'aide de ces

courbes, nous avons pu déterminer les valeurssseolir lesquelles la sensibilité et la

spécificité des biomarqueurs sont optimales (Tab&a

Tableau 8 : Performances et valeurs seuils expérimtales pour les protéines T-Tau, P-Tau et p1-42.

Valeurs seuils

Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%)
(pg/mL)
T-Tau 314 78,9 88,5 92,5 70,1
P-Tau 67 77,1 90,2 93,3 68,8
AB1-42 675 73,4 80,3 87 62,8

VPP : valeur prédictive positive ; VPN : valeur drétive négative.
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Afin de pouvoir réellement se fier a ces résultatg)s pouvons les comparer a ceux que nous
aurions obtenus si nous avions utilisé les valesersls proposées par INNOGENETICS®
(Tableau 9).

Tableau 9 : Performances a partir des valeurs seuwildu fabricant.

Valeurs seuils Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%)
(pg/mL)
T-Tau 450 56 91,8 92,4 53,8
P-Tau 60 78,9 80,3 87,8 68,1
AB1-42 500 45 90 89,3 48,2

Nous observons que la performance de la P-Taurcohestir est relativement bien respectée
et ce méme si nous constatons qu'elle peut étcecthsnent améliorée pour une valeur seulil
légerement différente. En revanche, nos résultaisernant les performances defi1A42 et

la T-Tau n’offrent que peu matiére a la comparaigtm effet, bien que nous puissions nous
fier a la spécificité des tests, une grande digpaaxiste concernant leurs sensibilités. Ces
résultats sont le fruit d’'une discordance impoeashtre la valeur seuil affichée par le
fabricant et celle que nous obtenons par la coudeROC. Quoiqu’il en soit ces trois
biomarqueurs offrent d’excellentes valeurs prédedipositives (>85%) et sont de fait des
indicateurs de choix pour distinguer les patietisiris de MA de ceux ne présentant pas de
processus neurodégénératifs. De la méme maniars,avons étudié leurs performances dans

la différenciation des patients atteints de MA daxcprésentant une autre démence.

l11.1.2 Performances des trois biomarqueurs utilisés en rdine pour le diagnostic

différentiel des patients atteints de MA des patieis atteints d’autres démences

Les différentes courbes de ROC reéalisées pour éettle sont représentées Figure 23.
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Figure 23 : Courbes de ROC des 3 biomarqueurs poue diagnostic différentiel entre les patients atteits
de MA et les patients atteints d’autres démences.

Bien que nous observons que la T-Tau et la P-Taendfdes performances diagnostiques
encore acceptables avec des AUC respectives d8 @{70,736, I'’81-42 nous révele son
inutilité a ce niveau d’étude. Une nouvelle foisua décidons de comparer nos résultats a
ceux qu’ils auraient pu étre en prenant pour réfée les valeurs seuils fixées par
INNOGENETICS® (Tableau 10).
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Tableau 10 : Performances des protéines T-Tau, P-Tiaet AB1-42 pour les valeurs seuils expérimentales et
du fabricant.

Valeurs seuils Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%)
(pg/mL)
a T-Tau 450 56 76,3 68,5 65,2
4]
F
E P-Tau 60 78,9 61,9 65,6 76
[0}
2
2 AB1-42 500 45 76,3 63,6 60
i T-Tau 349,9 74,3 69,5 69,2 74,5
w 8
i c
S o
2 E P-Tau 65,5 78 69,5 70,2 77,4
> g
Q
3
AB1-42 782,6 84,4 41,5 57,1 74,2

De nouveau, les valeurs obtenues par l'utilisatierla P-Tau sont tout a fait comparables a
celles pronostiquées par le fabricant. Cependadaedntage que lors de I'étude précédente,
'emploi de I'AB1-42 présente son incapacité totale a produireréssltats exploitables
puisque les discordances sont trop fortes surtouhatiere de spécificité. Quant aux valeurs
de la T-Tau, l'utilisation de la valeur seuil dwfaisseur améliore la spécificité au détriment
de la sensibilité. Etudiée séparément, seule ladPprésente un intérét a la distinction des
patients atteints de MA de ceux atteints d’aut@mehces. Ces résultats, sans étre médiocres
restent tout de méme modestes. La P-Tau est ldenreiharqueur discriminant avec une
AUC de 0,736 et une VPP de 70%. C’est pourquoi, mendans le cas des boites a
moustaches, nous avons décidé d'évaluer ces penfmes par le biais des systemes

combinés.

[11.1.3 Performances des combinaisons de biomarqueurs (IATét AB1-42/P-Tau) pour
le diagnostic différentiel des patients atteints d®MA des patients sans processus

neurodégéenératif

Avant d’apprécier le bénéfice qu'apporte les systemmombinés a la différenciation des
patients atteints de MA de ceux atteints d’autr@smehces, nous nous sommes au préalable
assuré de la performance des diagnostics biologigoiecernant les patients ne présentant pas
de processus neurodégénératifs. Les courbes &itesiwes, sont présentées Figure 24.
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Figure 24 : Courbes de ROC du IATI et du ratio A31-42/P-Tau pour le diagnostic différentiel entre Ie
patients atteints de MA de ceux ne présentant pagedrocessus neurodégénératif.

Nous constatons qu’en utilisant le systeme du lAWlcelui du ratio I'81-42/P-Tau, les
résultats obtenus sont de bien meilleure qualitbparés aux seuls biomarqueurs étudiés
séparément. En effet, qu’il s’agisse de la sentbitle la spécificité ou encore des valeurs
prédictives, ces systemes combinés offrent desmeainces diagnostiques supérieures qui se
traduisent par des AUC de 0,882. De maniere analaguos précédentes études, nous avons
comparé ces résultats a ceux qu'ils auraient étéug avions pris les valeurs seuils fixées par
INNOGENETICS® (Tableau 11).

Tableau 11 : Performances du IATI et du ratio A31-42/P-tau pour les valeurs seuils expérimentales @u
fabricant.

Valeurs seuils Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%)
4]
= IATI 0,8 64 96,6 97,2 60
w
2
w e
3
z AB1-42/P-Tau 9 72 90,2 92,9 64,7
3
" 1ATI 1,07 79,4 91,5 94,4 71,1
£%
2 £
S35
2 AB1-42/P-Tau 10,6 78,9 90,2 93,5 70,5
Q

Au méme titre que l'étude des biomarqueurs appiigs€parément pour discriminer les
patients atteints de MA de ceux ne présentant paprdcessus neurodégénératif, nous
constatons que le IATI et le ratio IBA-42/P-Tau sont des indicateurs de choix. Plus
performants pour cette discrimination que la T-Daua P-Tau, ils présentent également une

particularite. En effet, ils sont tous les deux efggant de la concentration er$lA42 qui

80



seule ne présentait que peu d’intérét a ce nivedude. De ce constat résulte une conclusion,
le dosage de I'B1-42 est nécessaire et doit étre étudié conjoimédé T-Tau ou a la P-tau.
Mais une question subsiste toujours, est-ce quesgstemes permettent de différencier les

patients atteints de MA de ceux souffrants d’auti@sences ?

l11.1.4 Performances des combinaisons de biomarqueurs (IATét AB1-42/P-Tau) pour
le diagnostic différentiel des patients atteints d&A des patients atteints d’autres

démences

A en juger les résultats exposés par les courb&¥ie Figure 25 ou dans le Tableau 12, les
performances du IATI ou du ratiopA-42/P-Tau ne se distinguent guére de celles &@fish

par I'étude de la T-Tau ou de la P-Tau seules.
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Figure 25 : Courbes de ROC du IATI et du ratio A31-42/P-Tau pour le diagnostic différentiel entre Ie
patients atteints de MA de ceux atteints d’autres émences.

Tableau 12 : Performances du IATI et du ratio A31-42/P-tau pour les valeurs seuils expérimentales éu
fabricant.

Valeurs seuils Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%)
4]
= 1ATI 0,8 64 72,3 69 68,1
w
2
w e
3
z AB1-42/P-Tau 9 72 68,6 68,1 73
3
" IATI 1,07 79,4 63,4 67,5 76,3
£ 5
2 £
S35
2 AB1-42/P-Tau 10,8 78,9 63,6 66,7 76,5
Q

81



Une des raisons que nous pouvons invoquer a ceuratggrésolution réside peut-étre dans le
fait que le IATI comme le ratio fL-42/P-Tau ne sont les reflets que de deux bioneamgu
Toujours dans l'objectif de distinguer les patieatteints de la MA de ceux souffrants
d’autres démences, nous avons décidé d’évaluer ft, des systemes d’études complets

prenant en compte simultanémentflA42, la P-Tau et la T-Tau.

[11.1.5 Performances des combinaisons de biomarqueurs : IATassocié a P-Tau et pl-

42/P-tau associé a T-Tau

Invariablement, nous nous sommes auparavant astaehéonfirmer I'habileté qu’ont ces
nouveaux systemes combinés a distinguer les psitadtaints de MA de ceux ne présentant

pas de processus neurodégénératifs (Figure 26).
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Figure 26 : Courbes de ROC du IATI et du ratio AB1-42/P-Tau associés a la P-Tau pour le diagnostic
différentiel entre les patients atteints de MA de eux sans processus neurodégénératif.

Ces combinaisons offrent une prestation incontéstatont la qualité se voit de nouveau
améliorée comme en témoignent les AUC qui atteiglenvaleurs remarquables de 0,889 et
de 0,877. Constituent-ils pour autant des modetesetérences pour discriminer les patients
atteints de MA de ceux souffrants d’autres démeficBeur s’en convaincre, nous avons

considéré les courbes de ROC suivantes (Figure 27)
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ROC IATI + F-Tau MA vsAD ROC AB1-42/F-Tau + FTau MA vsAD
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Figure 27 : Courbes de ROC des combinaisons de margurs pour le diagnostic différentiel entre les
patients atteints de MA et les patients atteints dutres démences.

Un modele retient en particulier notre attentiaglucde I'étude conjointe du IATI et de la P-
tau. Il représente, en effet, jusqu’a présent &ésge qui offre les meilleures performances,
en affichant une spécificité de 75% et une serighde 73,8%. Il s’inscrit également comme
étant la premiere des méthodes pour distinguempédients atteints de MA de ceux ne
présentant pas de processus neurodégénératifsiagespécificité de 96,6% et une sensibilité
de 73,8%.

Nous savons a présent que le systeme d’analys@™ucbmbiné a la P-Tau constitue le
meilleur dispositif pour établir un diagnostic liglque de MA. Son usage est donc
indispensable, néanmoins permet-il toujours d’étain diagnostic ? Pour s’en assurer, nous
pouvons faire I'inventaire de ces résultats en ésrighe présence et d’absence de conclusions

biologiques.

[11.2 Bilan de la contribution du IATI associé a la P-Taupour le diagnostic de la MA

Afin d'évaluer la force du systéme biologique ddasconstitution d’'un diagnostic, nous
avons représenté par la Figure 28 la répartition mhltients en fonction de la conclusion
biologique apportée par le IATI associé a la P-Tau.

Répartition des conclusions biologiques
selon le IATI associé ala P-Tau (n = 312)

® Profil atypique
® Profil MA probable

Profil normal

Figure 28 : Répartition des conclusions biologiqueselon le IATI associé a la P-Tau dans notre échalfon
de 312 patients.
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Nous constatons que malgré de bonnes performamnagsodtiques, 30% des échantillons ne
nous permettent pas de formuler de conclusion. @estat résulte en fait de discordances
existantes entre les concentrations entr@ 142 et P-Tau pour 79% de ces profils. En effet,
la majorité d’entre eux (34%) présentent un IATD,8 ou compris entre 0,8 et 1,2 associé a
une concentration en P-Tau < 60 pg/mL (zG)eet zone A : Figure 29). Ces valeurs de IATI
sont dues principalement a des concentrations @48 < 500 pg/mL. Encore en raison
d’'une diminution de la concentration efilA42, 25% des profils atypiques affichent un IATI
compris entre 0,8 et 1,2 associé a une concentratioP-Tau > 60 pg/mL (zone B). Une
concentration en P-Tau > 60pg/mL isolément estorsgble de 28% de ces profils (zone
(@). Enfin, 13% présentaient des valeurs de T-Taw601pg/mL empéchant le calcul du
IATI.
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Figure 29 : Représentation graphique du IATI assod a la P-Tau.

Afin d'apporter plus de précision diagnostique pdarpopulation présentant un profil
atypique, une autre mesure peut étre réalisée. fien, €analyse de I'A1-40 comme
mentionnée au 8 1.9.1. présente une fonction coveede la valeur de I'B1-42 qui peut,
chez certains patients, présenter des concentsatgingulieres, trop ou trop peu
représentatives de la charge en peptide amylotdketdNous avons donc décidé d’introduire
ce paramétre a notre systeme d’analyse dans ltifbjeapporter davantage de résolution aux

profils non-concluants résultants du IATI associa B-Tau.

[11.3 Evaluation du dosage de I'1-40 dans I'établissement d’'un diagnostic pour les

profils non-concluants issus du systeme combiné dATI associé a la P-Tau

Parmi les 92 patients présentant un profil atypicaseils 58 échantillons ont pu bénéficier

d’'un dosage de I’B1-40 en raison de quantités insuffisantes de LaGR)ek@s pour les autres.
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Le ratio AB1-42/AB1-40 associé a la P-Tau a permis d'établir de rtas/eonclusions

biologiques comme en témoigne le schéma présegtéd-80.

Répartition des conclusions biologiques selon le ratio
AB1-42/AB1-40 associé a la P-Tau (n=58)

AB1-42/ AB1-40< 0,05 AP1-42/ AB1-40 > 0,05
P-Tau < 60 pg/mL 5(9%) 19 (33%)
P-Tau > 60 pg/mL 11 (19%) 23 (39%)

B Profil non concluant
B Profil MA probable
Profil normal

B Profil autre amyloidopathie

Figure 30 : Répartition des conclusions biologiqueselon le ratio A31-42/A$1-40 associé a la P-Tau.

En effet nous pouvons constater que cette nougettginaison contribue dans 61% des cas a
la constitution de nouvelles conclusions biolog&jteprésentées par 19% de profils en faveur
d'une MA, 33% de profils normaux et 9% de profiigo¢ amyloidopathie autre que MA.

Cependant 39% des profils demeurent non concluants.

Cette nouvelle distribution est-elle arbitraire @ @uvons nous établir une corrélation entre
certains profils atypiques initiaux et ces nouwelleonclusions biologiques ? Pour le

déterminer nous les avons confrontés dans le Taldlgéa
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Tableau 13 : Confrontation des profils atypiques iitiaux aux conclusions biologiques finales.

Nouvelles conclusions biologiques

Nb de Zone Non
MA Amyloidopathie Normal
patients graphique concluant
IATI<0.8 et P- O TEE T T EEEEEEEFTErS
12 ® - : 3 9
é Tau<60 pg/mL .
= 0,8<IATI<1,2 et P- : 5
£ 12 A - . 2 10 .
0 Tau < 60 pg/mL Soooooocooooooooocooooooo: :
g. IATI>1,2 et P- ELRETEETE » CELEEEELEY
a 12 @ - 2 . - - : 10 =
2 Tau>60 pg/mL
©
i 0,8<IATI<1,2 et P-
& 18 B 7 11
o Tau > 60 pg/mL
o . = .
T-Tau>1200 pg/mL 4 - . 2 . - - . 2

Il apparait clairement que cette distribution n’gas le fruit du hasard. En effet, bien qu’il
réside encore de nombreux profils non-concluantsis nconstatons que chez les patients
présentant des concentrations en P-Tau > 60 pgzonie§(d) et B), le ratio 81-42/AB1-40

a permis d’établir une conclusion biologique enefavd’'une MA (30%). Nous pouvons
également observer ce phénomene dans le cas daspdont la T-Tau dépasse 1200 pg/mL
(50%). D’autre part, 100% des patients situés temsones3) et A, c’est-a-dire affichant un
IATI < 1,2 et une concentration en P-Tau < 60 pg/orit tous bénéficiés de conclusions
biologiques orientés soit vers une amyloidopatho# sers un profil normal. Plus
précisément, 79% des patients des z§Beet A ont vu leur charge amyloide corrigée par le
ratio AB1-42/A31-40 permettant d’établir un profil biologique n@imMalgré tout, méme s’il
apparait que le dosage de fA40 semble le plus contributif pour les profillués dans les
zones(d) et A, il apporte tout de méme une valeur ajoutée st ganclusions pour chaque

profils atypiques.

Afin de garantir ces résultats nous avons décidéatdronter ces conclusions biologiques

finales aux diagnostics cliniques initiaux (Tabldzh).
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Tableau 14 : Confrontation des conclusions biologiges finales aux diagnostics cliniques initiaux.

Profil biologique Profil biologique Profil biologique Profil biologique
Total
MA autre amyloidopathie normal non concluant
(n=58)
(n=11) (n=5) (n=18) (n=23)

n MA 9 1 1 7 18
2w

] AD 2 3 11 10 26
S T

& S Mmcl 0 1 0 1 2
85

a ND 0 0 6 6 12

Parmi 11 conclusions biologiques en faveur d’'une, MApatients (82%) ont un diagnostic
clinique concordant. Parmi les 18 profils biologéggunormaux, 11 patients (61%) présentent
une autre démence et 6 (33%) n'ont pas de processuedégénératif. Un seul patient atteint
de MA présente un profil biologique normal. La miag@ des profils non concluants (43%)
appartient aux patients atteints d’autres démenNesons que parmi les 5 profils type

amyloidopathie, un diagnostic clinique était erefavd’'une DCL.

Enfin, dans cette deuxieme partie, afin d'étaldirsensibilité et la spécificité du rati3R
42/AB1-40 pour le diagnostic de MA, nous avons trac&tesbes de ROC suivantes (Figure
3let Tableau 15):

ROC AB42/AB40 MA vs ND ROC AB42/AB40 MA vs AD
o | s 7 o
- — 7 Ireta=0.264,
Sens: 894 4%
@ | @ Spec: 42.3%
o o T Pe: 8.3%
PV 45:9%
z o P = &
= 2
é Sens: £5.6% [
100.0% @
w g — gs'e-;:-ouﬁc'f?;ﬂ D" T
PV-: 0.0%
o o~
o o
Q JV Area under the curve: 0.828 o | Area under the curve: 0.732
[e=} fa=]
T T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 04 06 08 1.0 0.0 0.2 04 06 08 1.0
1-Specificity 1-Specificity

Figure 31 : Courbes de ROC du ratio A1-42/AB1-40 pour le diagnostic différentiel entre les patints
atteints de MA et d’autres démences et sans processneurodégénératif.
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Tableau 15 : Performances et valeurs seuils expérentales du ratio A31-42/ AB1-40 dans la distinction
des patients atteints de MA et des patients sansqmessus neurodégénératif.

Valeurs seuils Sensibilité (%) Spécificité (%) VPP (%) VPN (%)
(pg/mL)
AB1-42/ AB1-40 0,05 55,6 100 100 60

by

Une valeur seuil du ratio f1-42/A31-40 a 0,05, similaire a celle du fournisseur, paErm
d’obtenir le maximum de spécificité soit 100% mae sensibilité de seulement 55,6%. Pour
différencier une MA d’'une AD une valeur seuil duioaAp1-42/A31-40 a 0,066 offre une
spécificité de 42,3% et une sensibilité de 94,48bsatju’'une valeur seuil a 0,05 apporte une
spécificité de 80,8%. Dans cette population, udewaseuil de P-Tau a 65,5 pg/mL offre la

meilleure sensibilité et spécificité (respectivetr@do et 70%).

Toujours dans I'objectif d’améliorer les performasadiagnostiques de cet outil biologique
nous avons décidé d’associer la P-Tau au rgtib-#2/A31-40 (Figure 32).

ROC AB1-42/AB1-40 + P-Tau MA vs ND ROC AB1-42/AB1-40 + P-Tau MA vs AD
o - = _|
= = reta = 0.310
Sens: 84.4%
o | w | Spec: 53.8%
o =] P+ 6.7%
PV 41.4%

© o
= o 7 = o
= - =
g Sens: 55.6% §

%
» = 4| Wiam ®. B
PV= 0.0%

o~ | o ]

o o

8 ~ . Area under the curve: 0.838 g = - Area under the curve: 0.786

T I T T I T I I T T T T
0.0 0.2 04 06 038 1.0 0.0 02 04 06 08 1.0
1-Specificity 1-Specificity

Figure 32 : Courbes de ROC de la combinaison de maueurs AB1-42/AB1-40 associé a la P-Tau pour le
diagnostic de la MA.

Pour distinguer les patients MA des patients NBUIC est excellente (0,838). Alors que les
deux courbes sont relativement semblables concetaadifférenciation des patients MA

versusND, I'ajout de la P-Tau augmente la spécificitérdtio pour la distinction des patients
MA versusAD.

Pour garantir ces résultats, nous avons comparéoledes de ROC testant le ratipIA
42/AB1-40 aux courbes de ROC testantf{1A42 seule sur nos 58 échantillons discordants
(Figure 33).
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Comparaison ROC MA vs ND Comparaison ROC MA vs AD
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Figure 33 : Comparaison des courbes de ROC pA-42/AB1-40 versus AB1-42 seule pour différencier les
patients MA des patients ND et AD sur les 58 échafibns discordants.

Incontestablement, le ratio pA-42/A31-40 augmente considérablement le pouvoir
diagnostique sur cette population offrant une nattelioration de la sensibilité et de la
spécificité comparé a l'utilisation de IpA-42 (p < 0,0001) pour distinguer les patients MA
des patients ND et AD. Le dosage defl1A42 pour cette population est méme contre
performante si nous considérons le test positif pme valeur inférieure a 500 pg/mL offrant
une spécificité de seulement 50%.

Ainsi, les meilleures AUC (0,889 et 0,877) pourbditae diagnostic de MA ont été établies
avec l'utilisation du IATI associé a la P-Tau. Cegent ce systeme ne nous permet pas de
conclure biologiguement pour un tiers des dosag&mpport de I'AB1-40 a permis de
conclure pour 61% de ces profils atypiques. Malgné spécificité parfaite avec un seuil a
0,05 dans la différenciation des patients M&susND, la sensibilité du ratio gL-42/A31-40

associé ou non a la P-Tau est décevante.

En conclusion, le IATI combiné a la P-Tau et l's@tion du ratio 81-42/AB1-40 associé a
la P-Tau pour les profils discordants apportent goeclusion biologique pour 92% des

dosages effectués.

Ces performances biologiques remarquables inflabes-pour autant sur les conclusions du
clinicien ? Pour y répondre nous avons relevé desieéntations diagnostiques effectuées par
les praticiens.
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[1l.4 Bilan de I'impact des résultats biologiques sur ldiagnostic clinique

Considérons tout d’abord l'organigramme (Figure 3f)i reprend la distribution des
conclusions biologiques apportées par le IATI agsacla P-Tau pour les 4 groupes de
patients. Celui-ci nous informe que les biomargsesont principalement prescrits afin
d’éliminer une MA puisqu’ils sont demandés pour 1F&ients (57%) pour lesquels le
diagnostic initial est une pathologie autre qu'dh&. D’un autre coté les biomarqueurs sont
prescrits pour 109 patients (35%) afin de confirmerdiagnostic. De maniére surprenante,
peu de patients MCI (24 patients) ont bénéficiécee dosages. Avec les valeurs seuils du
fournisseur, pour le diagnostic clinigue de MAgctancordance avec les résultats biologiques
est de 62% et 15 profils biologiques normaux (14¥Nt retrouvés. Lorsque le diagnostic
initial n'est pas en faveur d’'un processus neurédétif, la concordance est de 70% pour
des profils biologiques normaux et un seul profditten faveur d’'une MA. Concernant le
groupe AD, la concordance clinico-biologique est886. Enfin dans le groupe MCI, 5
profils biologiques (21%) sont en faveur d’'une MAl@&majorité des dosages révéele un profil
biologique normal (46%). La majorité des profilymtues (45%) sont retrouvés dans le

groupe AD qui représente 35% des profils de cepgou

L’existence d’'une discordance entre un diagnoginiquie initial MA et un profil biologique
normal, a réorienté le diagnostic clinique en favew diagnostic biologique pour 73% des

patients.

D’autre part, une discordance entre un diagnositicjae initial d’AD et un profil biologique
en faveur d’'une MA, a conduit, pour seulement 3988 g@atients, a une adaptation du

diagnostic clinique en faveur du diagnostic biotpg.

Le patient présentant un profil biologique en favéwne MA dans le groupe ND a vu son

diagnostic clinique transformé en MA.

Enfin, concernant les patients MCI, une réorientatiiu diagnostic clinique en faveur du
diagnostic biologique a été proposée pour 50% Begix (8 profils normaux et 4 profils en
faveur d’'une MA). Lorsque le profil biologique dtan faveur d’'une MA, 80% des profils ont

été confirmés.

Hormis chez les patients présentant un diagnastialien faveur d’'une autre démence, nous
pouvons dire que la confiance qu'accorde les déng aux résultats biologiques est

relativement forte.
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Figure 34 : Représentation graphique de I'étude.
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D’une maniére générale, les biomarqueurs ont gogfite diagnostic clinique pour 170
patients (54,5% de la population totale) et ils merimis d’établir un nouveau diagnostic pour
33 patients (60% des profils discordants) permeti&tablir un diagnostic de MA pour 14
patients et d’éliminer une MA pour 19 patients. &autres termes lorsqu’il existe une
incertitude, dans plus de la moitié des cas legweat choisi de faire confiance au diagnostic

biologique.
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Au cours de cette étude, nous avons eu dans unigrréemps l'occasion d’évaluer les

performances diagnostiques des 3 biomarqueurs éasésitine dans notre laboratoire.

Les performances des dosages de la protéine TdauP’¥Tau pour le diagnostic de la MA
étaient tout a fait comparables aux études bildipigiques puisqu’ils présentaient des
spécificités supérieures a 85%. En accord avedtéature, un léger avantage a pu étre
accordé a la P-Tau pour discriminer les patients B ceux ND. En effet, les plus
importantes études ont montré des spécificités28e Sour la P-Tau et de 90% pour la T-Tau

[65].

Quant a leurs performances pour le diagnostic reifféel entre MA et AD, nous avons
obtenu 70% de spécificité. Une diminution de lefficacité a également été établie dans
plusieurs travaux. Aussi, la valeur seuil optimadterminée par le biais des courbes de ROC

s’est avérée similaire a celles du fournisseur pe&-Tau.

Concernant la performance de BA-42 seule, les résultats se sont révélés médiagsgsune
sensibilité de seulement 45% et une spécificit®@éd avec les valeurs seuils du fournisseur.
Pour discriminer les patients atteints de MA detsepts AD, sa spécificité a chuté de 13,7%
pour atteindre 76,3% avec une valeur seuil a 50@pgDéja rencontrée dans d’autres
études, cette baisse de spécificité peut étrebadtei a I'existence de déepbdts amyloides
présents dans d’autres démences telles que la BEJL Cependant, nos valeurs restent trés
éloignées de celles retrouvées dans la littéraquieaffiche des spécificités supérieures a
85%. De la méme maniére, I'étude européenne meacelqt et al. en 2010 a révélé des
valeurs seuils mesurées @A42 trés différentes de celles du fournisseur avervaleur de
675 pg/mL dans la discrimination des patients MA gdatients ND et une valeur de 782,6
pg/mL pour distinguer les patients MA des patiekils

Nous nous sommes, ensuite, intéressés au pouagnaktic des différentes associations de
biomarqueurs. Dans chaque cas, les performance®téntonsidérablement améliorées.
L'utilisation du ratio A31-42/P-Tau associé a la T-Tau et le IATI assod& R-Tau offraient
des spécificités remarquables pour discriminerpiaients MA des patients ND. Un léger
avantage a pu étre attribué a cette derniére asgori(96,6%versus93,4%). Des valeurs
semblables de spécificité sont frequemment retresidans la littérature (95%ersus92%).
Les valeurs seuils respectives sont, quant a dibggrement plus élevées que celles du
fournisseur (10,&ersus9 et 1,07versus0,8). En revanche, la spécificité de ces assoaisti

s’est révélée modeste comparée a d’autres étudesd@binguer les patients atteints de MA
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de ceux atteints d’AD : 69,5% pour le ratio @Ax42/P-Tau associé a la T-Tau et 75% pour le
IATI associé a la P-Tau.

Cependant, l'utilisation du IATI associé a la P-Treapermettait pas d’établir de conclusion
biologique dans un tiers des cas, principalementra@son d'une discordance entre les
résultats des dosages de §1A42 et de la P-Tau. En effet, les patients agete MA
hyperproducteurs de peptides amyloides peuverthaffiune concentration intrathécale en
peptide A augmentée (> 500 pg/mL) et donc, une quantitéegéiges A81-42 anormalement
élevée. De maniere réciproque, les hypoproductirices peptides auront des concentrations
anormalement basses (<500 pg/mL) conduisant datort diagnostic biologique en faveur
d’'une amyloidopathie. Le peptidefA-40 reflétant la charge totale en peptidg dans le
LCR, le calcul du ratio B1-42/A31-40 permettrait donc de corriger ces variations
interindividuelles et par la méme occasion, évitetas erreurs d’'interprétation des résultats
biologiques. C’est pourquoi nous avons teste lagesle I'AB1-40 et calculé le ratio f1-42
/AB1-40 dans le cas des profils atypiques. L'objeatiété partiellement atteint puisque ce
ratio associé a la P-Tau nous a permis de conglorg 61% des dosages effectués.
Néanmoins, nous avons tout de méme pu établir dfilpen faveur d’'une MA révélant ainsi
chez ces patients une charge amyloide forte. Nourssgou €également aboutir a 19 nouvelles
conclusions biologiques en faveur d’'un profil bgipue normal révélant dans ce cas une
charge amyloide faible. Les valeurs de sensibétéde spécificité de cette nouvelle
association de biomarqueurs ont ensuite été détéawi Le ratio p1-42/A31-40 seul et
associé a la P-Tau offrent une excellente spé&déf@vec une valeur seuil de 0,05 mais une
faible sensibilité (55%). Ce ratio produit des periances significativement supérieures a
I'utilisation de I'Ap1-42 seule pour cette population conduisant a um dea spécificité de
50%. L’association a la P-Tau offre une meilleupgdificité dans la différenciation des
patients atteints de MA de ceux atteints d’AD. Nat@ue cette détermination est issue d’'un
nombre limité d’échantillons (n=58). La sensibil@st nettement meilleure dans la littérature,
puisque dans I'étude de Lewzcuk et al en 2004cguoiportait 68 patients elle était de 95,2%.
Dans deux autres travaux de these le rafib-A2 /A31-40 seul et associé a la P-Tau offraient
une sensibilité de 72% et 96% [91][92]. Dans uncds travaux, le ratio fL1-42 /A31-40
associé a la P-Tau permettait de conclure pour &@% patients présentant un profil

biologique atypique (n = 122) [91].

Enfin nous avons évalué I'impact des résultatsolgigjues sur le diagnostic clinique. Nous en

avons conclu que le degré de confiance des climcgans les résultats biologiques est
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relativement fort hormis chez les patients présenten diagnostic initial en faveur d’'une
autre démence. Ceci peut s’expliquer par I'existede pathologies neurodégénératives
mixtes. En cas de discordances clinico-biologiquesjosage des biomarqueurs a permis
d’établir une réorientation diagnostique pour 608 gatients. Une autre étude a déterminé
limpact diagnostic des biomarqueurs et a concluna augmentation de la confiance des
cliniciens dans leurs diagnostics ainsi qu'a 10%rélrientations diagnostiques [103]. De
plus, les biomarqueurs sont prescrits en majostéandt un diagnostic clinique d’AD, ce qui
est en accord avec les dernieres recommandation&ffét, 'usage de ces biomarqueurs
devant une présentation clinique atypique tellesirgsyndrome frontal ou une aphasie
progressive permettrait d’établir un diagnosticfaténtiel entre une MA et une DLFT.
Egalement ils paraissent utiles pour différenciae WA d’une pathologie psychiatrique
associée a des troubles cognitifs. La faible atiiisn des biomarqueurs du LCR au stade MCI
pourrait s’expliquer par des problemes éthiquesefst, en I'absence de traitement curatif,
un résultat biologique en faveur d’'une MA a ce stadtrainerait d’'importants problémes
psychologiques et sociaux pour le patient.

Les biais de cette étude concernent les déterraimaties sensibilités et spécificités. En effet,
les résultats biologiques ont été compares awndg&gs cliniques initiaux et non pas au gold
standard qui est I'analyse neuropathologique deseaeax. De plus, ces déterminations n’ont
pas été effectuées en comparaison avec des indigdums. Enfin, 'apport du dosage de
I'A B1-40 a été évalué exclusivement dans le cadre rdéissbiologiques atypiques et sur un

faible échantillon (n = 58) en raison d'une quantitop faible de LCR congelée pour les
autres patients. Ce dernier constat devrait inéiterélever davantage de LCR, ceci en vue

d’'un éventuel rajout du dosage de’240.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
Les biomarqueurs du LCR représentent une avancgairaalans le diagnostic de la MA. Cet
outil biologique doit toujours étre associé aux s de I'examen clinique et aux résultats

des bilans d'imagerie.

Dans notre étude, la protéine P-Tau combinée au BAIl est issu de l'association entre
I'A B1-42 et la protéine Tau offrent les meilleures g®iites et spécificités pour le diagnostic
de la MA. Cependant une discordance entre le pepRil-42 et la protéine P-Tau rend
l'interprétation des résultats difficile. Dans asgcle dosage de [f1-40 et le calcul du ratio
AB1-42/AB1-40 permet d’apporter une conclusion biologiquerrpa majorité des profils
discordants. Son dosage en routine dans notredetd@ parait donc indispensable. En outre,
persuadés de ces performances, de plus en plusnte< cliniques I'ont déja totalement
intégré au sein de leur bilan biologique de dém&nEeautre part, c’'est au travers d’'un

dialogue entre cliniciens et biologistes que sdisation sera rendue optimale.

Notre étude a également montré que conformémentdaumiéres recommandations, les
biomarqueurs sont principalement prescrits en eadalite diagnostique notamment face a
des présentations atypiques de la maladie. De addyreros conclusions biologiques sont
parfaitement intégrées a celles du clinicien daamsconfirmation ou I'élimination du

diagnostic de MA pour ses patients.

Néanmoins, de trop grandes variations inter-cengrdssistent concernant les résultats du
dosage de ces protéines. L’inconvénient majeur rgpegsente la ponction lombaire rend
nécessaire le développement de nouveaux biomasjugi@me si les premiers résultats se
sont révélés décevants, de nombreux travaux suedhaerche de marqueurs sériques et
tissulaires sont en cours tels que la détection ideformes du peptide A et sont

encourageants.
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ANNEXES
Annexe 1

Critéres diagnostiques de la démence de type Alzineér selon les criteres du DSM-IV-TR
A. Apparition de déficits cognitifs multiples, comrae témoignent a la fois :

1. une altération de la mémoire (altération de laacd@ a apprendre des informations
nouvelles ou a se rappeler les informations appaseerieurement) ;
2. une (ou plusieurs) des perturbations cognitiveésasies :
a) aphasie (perturbation du langage)
b) apraxie (altération de la capacité a réaliseranti@ité motrice malgré des
fonctions motrices intactes)
c) agnosie (impossibilité de reconnaitre ou d’'idestifles objets malgre des
fonctions sensorielles intactes)
d) perturbation des fonctions exécutives (faire degeps, organiser, ordonner
dans le temps, avoir une pensée abstraite).
B. Les déficits cognitifs des criteres Al et A2 stis les deux a l'origine d’'une altération
significative du fonctionnement social ou professiel et représentent un déclin significatif
par rapport au niveau de fonctionnement antérieur.
C. L’évolution est caractérisée par un début progiressin déclin cognitif continu.
D. Les déficits cognitifs des criteres Al et A2suat pas dus :
1. a d’autres affections du systeme nerveux centrigbeuvent entrainer des déficits
progressifs de la mémoire et du fonctionnement itibgipar exemple : maladie
cérébrovasculaire, maladie de Parkinson, maladidHdetington, hématome sous-
dural, hydrocéphalie a pression normale, tumewgtcéte) ;
2. a des affections générales pouvant entrainer wraence (par exemple
hypothyroidie, carence en vitamine B12 ou en felatgellagre, hypercalcémie,
neurosyphilis, infection par le VIH) ;
3. a des affections induites par une substance.
E. Les déficits ne surviennent pas de fagon exclusiveours de I'évolution d’'un syndrome
confusionnel.
F. La perturbation n’est pas mieux expliquée parrankile de I'’Axe | (par exemple : trouble
dépressif majeur, schizophrénie).
Codification fondée sur la présence ou I'absenoe@perturbation cliniquement significative

du comportement :
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Sans perturbation du comportement :si les troubles cognitifs ne s’accompagnent
d’aucune perturbation cliniquement significativeatumportement.
Avec perturbation du comportement : si les troubles cognitifs s’accompagnent
d’'une perturbation cliniquement significative (paxemple : errance, agitation) du
comportement.

Préciser le sous-type :
A début précoce :si le début se situe a 65 ans ou avant.

A début tardif : si le début se situe aprés 65 ans.
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Annexe 2

Criteres diagnostiques de la Maladie d’Alzheimer den les critéres de la NINCDS-ADRDA
d'apres McKhann et al. 1984

1-Critéres de maladie d'Alzheimer probable

- Syndrome démentiel établi sur des bases clinigudscumenté par le Mini-Mental State, le
Blessed Dementia Scale, ou tout autre test équivade confirmé par des épreuves
neuropsychologiques

- Déficits d'au moins deux fonctions cognitives

- Altérations progressives de la mémoire et deseadbnctions cognitives

- Absence de trouble de conscience

- Survenue entre 40 et 90 ans le plus souvent Eudees5 ans

- En l'absence de désordres systémiques ou d'une maladie cérébrale pouvant rendre
compte, par eux-mémes, des déficits mnésiquegyeitids progressifs

2-Ce diagnostic de maladie d'Alzheimer probabla@asibrcé par

-La détérioration progressive des fonctions telig®e le langage (aphasie), les habiletés
motrices (apraxie), et perceptives (agnosie)

-La perturbation des activités de vie quotidienhia @résence de troubles du comportement
-Une histoire familiale de troubles similaires suttsi confirmés histologiquement

-Le résultat aux examens standards suivants:

-normalité du liquide céphalo-rachidien

-EEG normal ou siege de perturbations non-spéafquomme la présence d'ondes lentes
-présence d'atrophie cérébrale d'aggravation pseye

3-Autres caractéristiques clinigues compatibles deediagnostic de maladie d'Alzheimer

probable aprés exclusion d'autres causes

-Périodes de plateaux au cours de I'évolution

-Présence de symptdbmes tels que dépression, insprimuontinence, idées délirantes,
illusions, hallucinations, réactions de catastr@pli®sordres sexuels et perte de poids. Des
anomalies neurologiques sont possibles surtoutstades évolués de la maladie, notamment
des signes moteurs tels qu'une hypertonie, deslonjes ou des troubles de la marche.
-Crises comitiales aux stades tardifs

-Scanner cérébral normal pour I'age

4-Signes rendant le diagnostic de maladie d'Alzhepnebable incertain ou improbable

-début brutal

117



-déficit neurologique focal tel que hémiparésiepdgsthésie, déficit du champ visuel,
incoordination motrice a un stade précoce et
-crises convulsives ou troubles de la marche endépbut de maladie

5-Le diagnostic clinigue de maladie d'Alzheimer plolss

-peut étre porté sur la base du syndrome démentiel,I'absence d'autre désordre
neurologique, psychiatrique ou systémique susdeptid causer une démence, et en présence
de variante dans la survenue, la présentation couss de la maladie

-peut étre porté en présence d'une seconde magstiémique ou cérébrale susceptible de
produire un syndrome démentiel mais qui n'est passidéré comme la cause de cette
démence,

-et pourrait étre utilisé en recherche cliniguerguan déficit cognitif sévére progressif est
identifié en I'absence d'autre cause identifiable.

6-Les critéres pour le diagnostic de maladie d'Alnieg certaine sont

-les criteres cliniques de maladie d'Alzheimer piub

-et la preuve histologique apportée par la biopsi€autopsie
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Annexe 3

Mini Mental State Examination (MMSE) (Version consasuelle du GRECO)

Orientation /10

Je vais vous poser quelques questions pour appoéciement fonctionne votre mémoire.
Les unes sont trés simples, les autres un peu méins devez répondre du mieux que vous pouvez.
Quelle est la date compléte d’aujourd’hui ?

Si la réponse est incorrecte ou incompléte, pdséeguestions restées sans réponse, dans I'origdensu

1. En quelle année sommes-nous ? O
2. En quelle saison ? O
3. En quel mois ? O
4. Quel jour du mois ? O
5. Quel jour de la semaine ? O

Je vais vous poser maintenant quelques questiofigisdroit ot nous trouvons.

6. Quel est le nom de I'hdpital ou nous sommes ?* O
7. Dans quelle ville se trouve-t-il ? O
8. Quel est le nom du département dans lequeiteéesette ville ?** O
9. Dans quelle province ou région est située cardément ? O
10. A quel étage sommes-nous ? O
Apprentissage

/3

Je vais vous dire trois mots ; je vous voudrais\wpues me les répétiez et que vous essayiez detksm

car je vous les redemanderai tout a I'heure.

11. Cigare Citron Fauteuil O
12. Fleur ou Clé ou Tulipe O
13. Porte Ballon Canard O

Répéter les 3 mots.

Attention et calcul /5

Voulez-vous compter a partir de 100 en retiranthague fois ?*
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14. 93 O

15. 86 O
16. 79 O
17. 72 O
18. 65 O

Pour tous les sujets, méme pour ceux qui ont odeEemaximum de points, demander :

Voulez-vous épeler le mot MONDE a I'envers ?**

Rappel
/3

Pouvez-vous me dire quels étaient les 3 mots quetje ai demandés de répéter et de retenir toeare ?

11. Cigare Citron Fauteuil O
12. Fleur ou Clé ou Tulipe O
13. Porte Ballon Canard O
Langage /8
Montrer un crayon. 22. Quel est le nom de cettobj O
Montrer votre montre. 23. Quel est le nom deotget ?** O
24. Ecoutez bien et répétez apres moi : « PAS DESVIBE SI, NI DE ET »*** O

Poser une feuille de papier sur le bureau, la reoats sujet en lui disant : « Ecoutez bien etdaite que je vais vous dire :

25. Prenez cette feuille de papier avec votre mieoite, O
26. Pliez-la en deux, O
27. Et jetez-la par terre. »**** O

Tendre au sujet une feuille de papier sur laquesitedcrit en gros caractére : « FERMEZ LES YEUX it au sujet :

28. « Faites ce qui est écrit ». O
Tendre au sujet une feuille de papier et un sgroglisant :
29. « Voulez-vous m’écrire une phrase, ce que voutez, mais une phrase entiére. »****x O

Praxies constructives
/1

Tendre au sujet une feuille de papier et lui deraan®0. « Voulez-vous recopier ce dessin ? » O
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Annexe 4

INNOTEST™ hTAU Ag

Famener tous les composants 3 tempérane: ambiante, (20 - 25

Suluiivn de Laviages 1 barreiie (8 puiis) 12 Isnrredies (96 puiis)
60 ml

W5 (cone.) Sml
Eaun Dhst. 120 ml 1440 ml
Préparation des Standards :

. A]a.lher 500 pl de Dhbnant Echantllon (ST au Standard ly'ophJJJ_.eetlau_aermposer *
1% minutes sur la paillasse avant d hemogéndizar par

i

1200 'l
e  Partir du Standard 3 1200 pg/ml powr préparer les sutres Standads.

08 i 08 ml

+200 pl 5D +200 1 5D

150 pgeml

600 py el

1200 pg'mi 300 peml

Note : Un Standard 3 430pz/ml (120yl de 1200pzml +200ul SD) peut &tre zjouts.
# Up Blanc () pg'ml = Diluant Echantillon) doit Sfre inclus a chaque séne de tests.

Dristribution des Standard: Echantllon: dans la plague INVOTEST hTAU Az :
*  Mjouter 25 ul de Standards/Echantllons dans Iz microplaque senaibilisée.

V000000

Plaqus INNOTEST RTAU AG

*  Meélanger en tapotant lézérement la coté ou en unlisant un agitatenr de nucroplague.

*  Cowrir la plagee svec m film adhéeif.
INCUBATION : UNE NUIT @ A 25°C (dans un incubateur)

Préparation de la Solution de travail de Conjugué I 3 la fin de 'ineubation des
oms ©

*  Diluer le Conjugué 2 coneentré 1:100 avec le Diluant Conjugué

Procédurs de L:nr'l-\e m‘tmtl.que 2t marmelle
le melange Standards Echantllons + Solution de Cony. 1
#  Assecher la plague sur wm paprer absorbant
#  Dhsirgbuer 400 ul de Solution de Lavage dans chaqee puts, laisser
tremper 30 secondes.
*  Aspurer [a Solution de Lavaze
& Acséicher la plaque sur um papier sbaosbant

|

Preparation de la Solution de travail de Conjuzue 1:
#  Thluer le Conuzue 1 concentre 1:100 svec le Dhluant Conuzue.

Distribuer 75 pl de Solution de travail d: Conjugué 1 dans |a microplague senzibilizée.

JJ 000 U Urrommmmiscan

(. (3=—75 ul Sol de travail de Comi 1

ul i e g o
INNOTEST™ hTAU Ag (suite)

Préparation de la Selution Subsirat 3 1z fin de |'mncubstion do Conjugne:
#  Dhler l= TMB concentre 1-100 avec le Tampon Substrat

P‘mcedu.redel_ara-e antomahque e mammells
Aspirerle la Sclution de Cony.2

*  Assécherla plaque sur un papier absorbant
tremper 30 secondes.
Aspurer 1a Solution de Lavage

e Assécherla plagque surun papier absorbant

4X

Diztribuer 100 ul de Substrat dans les puits.

00000 (0 rrmmmonee

100 pl Substrat.
Bamrette sensibilisée

INCTUBATION : 30 MIN E) AUNOIE A TEMPERATURE AMBIANTE (20 - 25°C)

Arrét de la réaction :
*  Ajouter 100 pl de Sohmton &7 Arrét 3 chaque pt=

0000000 Jrrommitmmn

100 pl Solution 4" Ame

Selution substrat

* Melenrer en tapotant lézerement le coté ou en uilisant un agitatenr de mmoroplague.

Driztrik 100 pl de Solution de travail de Conjugue 2 dans les puits,

% s 59 30 0w s

*  Cowrir la plaque svec un film adhé<if
INCUBATION : 30MIN &) 4 155C (dans un incubateur)

Lecture :
*  Faire le Blanc du lecteur sur l'air.
* Lue I'shsorbance 3 450 nm dans les 15 momtes.
* TUnfilire de réfErence 3 620 ou 690 nm peut &te utilisé.

\

b )
DRNOGENETICS FRANCE

Tied =331 2953 26 18
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Annexe 5

INNOTEST™ B-AMYLOID

Famener fous les composants, zauf le Standard, 3 température ambiante (18-30°C)

Seolution de Lavage: 1 bﬁn‘erle (3 putis) 12 barrettes (96 puits)
WS (conc.) 60 ml
Eau Dist. 120 ml 1440 ml

*  Immédiatement avant usaze ramener le Standard 3 tempéranoe ambiante (13-30°C).

*+  N'utilizer que des tubes en polypropyléns pour préparer les dilution: Standards !

*  Calculer le facteur de dilution nécessame a la préparation, a partir du Standard
décongele, d'vm Standard tifré 2 2000 pg/ml (e volume total dort avorsmer 1500 pl).

Melanger parfaitement le Standard décongelé et préparer La Standard 2 2000 pe/ml
al'ade du Diluant Echantillon (SD)) dans un tube sépare en polypropylene.

Varmz ? wlSead < 7 Wl D E 1."‘“@

Seandard dicongsli =pzi=d 2000 paim]

¢ Partiv du Standard 3 2000pz/m] pewr préparer les autres Standards.

.

mem

+200 sl 5D

+50pl S}
{Dxluase Echssilion|

0 ppiml

10M prieal 250 priml 125 priml

*  TUn Blanc (0 pz'ml = Diluant Echantillon) doit ére mnclus 3 chaque séne de tests.

Préparation de la Solution de travail de Conjugue 1 :
#  Thluer e Conjuzne | concentré 1:100 avec le Dhluant Comugus 1.
*  Distribuer 735 pl de Solution de travail de Conyugué 1 dans 1a mueroplague sensibilizée.

00000 00 Jnmeesione

) 75 ul Sohtion de Conj.1
- Barmrette senzibilizes

Plague de préparation : lorsgue plus de 6 bamettes sont 3 tester, distribuer d’abord =40 pl

de Standards et d"échannllons dans une microplaque (non sensibilizée) en polypropyléne.

Transferer 25 ul de StandardsEchantillons de cette plaque vers la plague INNOTEST B-

AMYLOIDY s, Cecl numimise wme dérve de réactivite.

*  Mélanger parfaitement les Standards Echantillons et distibuer = 40 pl dans 1a plaque
de préparation. Les Standards seront testés en double.

0 pe/ml (SD) —= 4
125 pgiml = g
250 pgiml — | =<

(LR

L  Plagze de prépamton

Diztribution des Standards Echandllons dans la microplague sensibilizée INWNOTEST

B-AMYLOID,, ., ¢

*  Transférer 25 pl des Standard Fchant de 1a plaque de préparation vers 1a plaque
sensibilisée TNNOTEST A-AMYLOID, . .

Plaque do preparatica

INNOTEST B-AMYLOID; o, plagee

INNOTEST™ B-AMYLOID .,

(suite)

»  hidlanger an tapotant ldgérament lo cétéd ou an ntlizant un agitatenr de oderaplagqua.
¢ Cowar Lz plague avec un film adhesif

INCUBATION : 60 MIN @ A TEMPERATURE AMBIANTE (18 - 30°C)

Procedure ﬂe Lavage : automztique et mammelle
Aspirer la Solution de Comy. 2
#  Assecher la plaque surum papier absorbam:
* Drstnbuer 400 ul de Solution de Lavage dans chaque puats, laisser
tremper 30 secondas.
+  Aspier la Solrtion de Lavage
L*  Assecher la plague sur wm papier absorban:

Préparation de la Solution de travail de Conjugue 14 la fin de I'incubation des
sehantillons «

*  Dhluer le Conmgué 2 concentre 1:100 avee le Diluant Conmgus 2

Procédure del.“ age @ atomangue et manuells
Aspirer e melanze StandardsEchantllons + Sohition de Cong. 1

»  Assécher 1a plague swr un papier abssrbant

*  Dishibuer 400 pl de Schation de Lavage dans chagque puts, laisser
tremper 30 secondes.

*  Aspoer la Seluton de Lavage

*  Assécherla plague surun papier absorbant

Distribuer 100 ul de Solution Substrat dans les puits

JO 00U YD [ rommmivemen

INCUBATION : 30 MIN '@ AU NOIR. A TEMPERATURE AMBIANTE (18 - 30°C)

Dhztribuer 100 pl de Solution de travail de Conjugué I dans les puits.

U U JJJUU U e
100 pl Selution de Comy.2
Bamette sensibilisée
*  Cowawr avec um film adhéaf

INCUBATION : 30 MIN E} A TEMPERATURE AMBIANTE (18- 30°C)

Arrét de la réaction :
*  Ajouter 50 pl de solwhon d arrst dans tous les puts.

JUUUEUUJ—WW“M

0 _0—:.0141 Sohtion d Arrét

* Melanger sn tapotant légérement le cdté ou en utiluant un agtatewr de
mucroplage.

Préparation de la Solution Substat 3 Iz fin de I'incubaton du Conmgus:
*  Driluer le TMB concentre 1x100 avee le Tampon Substrat.

Lecture :
* Faire l= Blane du lectenr sur 'ar.
* Lire I'zbserbance 3 450 moo dans les 15 momites.
+ Un filbe de réference a 593, 620 ou 650 nm peut &ire ntilisé

&

DNNOGENETICS FRANCE
Tel £33 1.49.9326. 18

122



Annexe 6

INNOTEST™ PHOSPHO-TAU 51p

Famener tous les composants, saufle Standard, 3 tenpératue ambante, (15-30°C)

Solution de Lavage: 1 barvette (3 puits) 12 barrettes (96 puits)
WS (mone.) Sml &0 ml
EauDistillés 120 ml 1440 ml
Preparanon des standards :

Décongeler le Standard 100 000 pg'ml swr la paillasie avant usage.

»  N'utlizer gue des tubes en palypropylése pour Ia préparation des Stindards !
» Melanger parfaitement le Standard décongelé et préparer un standard 3 500 pg/ml ex diluant le Standard
100 000 pefed an 1300 en Dileant Eckastillon (SD) dans un febe séparé en polypropyline.

L‘M .1()quland.+l§90plSD’j Mm;ag:

Stamdard 100 000 pg/ml décongzels Soﬂpg.lni

*  Parti du sandard 500 pg'ml powr préparer les autres standards.

* UnBlanc (0 pg'ml =Diluant Ezhantillon) deit &tre inclus i chaque séne de tests.

Diztribuer 25 ul de Solution de travail de Conjugué 1 dans Ia

microplague sensibilisés.
U0 DU QU G
§—25 1 Sohumon de Com.1.

Bamerte sensibiizée
plagee INNOTEST PHOSPHO-TAU ur

Tiztribution des Standards/Echantillons dans la microplaque sensibilizée
INNOTEST PHOSFHO-TAUgey
*  Ajouter 75 ul de standard Diluant Ech. /Ech dans la plaque sensihihisfe.

UUEEUJJU

e e
wiolet blew
plague INWOTEST FHOSPHO-TAU, jup,

»  Note - lors de I'gjour des Echantillons de LCR, v solution de travail de
Corgugue 1 doit virer du vielsr au blen.

*  Melanzer en tapotant légé it le oété ou en ualisant un agitateur da
mucroplague.

#  Cowar la plague avec un fim adhéaf

INCUBATION : 16+ 2h &} A 2.8°C (réfrigérateur)

Préparation de la Sclutdon de wwavail de Conjugnél 3 la fin de

I'meubation des hllons :

*  Dhluer le Conmzgné 2 concentre 100 svec le Dilnant Conjuzue 2
(colomiion verts)

FPreparation de la solution de travail de Conjugue 1:
+  Diluer le Conjugué 1 concentré 100x aves le Diluant Conjugui 1 (coloration violettz).

Pmedured.e Lavage : sutomanque et monuells
Soporer Standwrds Echantillons + Sohition de Conj. 1
*  Assicherla plaque o un papier absorbant
¢  Distibuer 400 pl de Solation de Lavage dans chaque
puits. latsser tremper 30 secondss
#  Aspoer |3 Solubon de Lavage
#  Assicherla plaque = un papier absorbant

INNOTEST™ PHOSPHO-TAU 131p) tsuite)

Diztribuer 100 pl de Solution de travail de Conjugue I dans les puits.

VU OU Q0O [ mememmisane

— 100 ul Sohation de Cony 2.
B comeibilisd

*  Cowmr Lz plague avee un film adhesif
INCUBATION : 60 + 5 MIN € A TEMPERATURE AMBIANTE (18 - 30°C)

Preparation de la Solution Substrat a la fin de 'incubation du Conjugne:
*  Diluer le TMB concentré 100k avec le Tampon Substrat.

Procedure de Lavage : sutomatique et manuells
*  Aspuer la solubon ds Cong 2
% Assécher la plaque sur un papier sbsorbant
«  Dishribuar 400 pl ds Soltion da T avage dans chaque puits, Iaiszer trampar 30 racondes.

- {' Aspier la Solution de Lavage

#  Assécher la plague sur un papier absorbant

Diztribuer 100 pl de Solution Substrat dan: les puits.

U000 QU0 (o miscnm

100 1 Selution Substrat.
Barrette sensibilisée
INCUBATION : 30 # 3 MIN & AUNOIR A TEMPERATURE AMBIANTE (18 -30°C)

Arrét de la réaction :
* Ajouter 50 pl de sclution damsét dans tous les puts.

UU D00 [0 Urrosemmnn

SRR

* I\-'Iélz.\?gertlpo‘lmligmtle cote ou en ufilizant i agtatewr de
microplague.

Lecture :

#  Faire le Blane du lecteur sur I'air.

#  Lire I'shsorbance 2 450 nm dans les 15 mmmtes.

*  Un filtre de référence 3 585, 620 on 690 nm peut ére utilse

DMNOGENETICS FRANCE
Tel 4331405326 18
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Annexe 7

ELISA HUMAN AMYLOID (1-40) (N)

Famener tous les composants 3 temperature ambiants (18-30°C) emviron 30 n=mites avant
Jisas

Solution de Lavage: 12 barrettes (96 puits) 6 barettes 3 barettes
W5 (concenie) 50ml 25ml 12ml
Eazu Dist. 1950 ml 975ml 468 ml

#  N'ufilizer que des mubes en palypropyléne pour préparer les dilutions de: Standards
et des Echantillons !

o Verser lml d’eau distillée dans b flacon du Stndard . Méanger parfaitement.
Le Standard titré 2 2000 pe/mi est prat

Eaxs duslles Ll

J—8

Standord & 2000 pgmi

*  Preparer £ tubes en polypropyléne pour la dilution du standard en notant les
jons finales ment cied

®  Versar 230 pl de Diluant Echansillon (EIA Buffer *') dans chaque mibe.
*  Parrir du Standard & 2000pg/nl pour préparer les sumres Standards
D0

Seandard’
#2000 py'md

2707 % %%

=8.5555350

Mgl 500 sl 150 ppinl 115 pged. 625 pgimd 1128 puml 1560 pgml. 0 il
Tk | Telxl Tue3 Telxd4 TS Taes  Tube? Tl B

»  UnBlanc (0 pz/ml = Diluamt ETA Buffer) doit ée inclus 4 chague ségie de tsts.

Dustribution des

- dans la microplague sensibilicee ELTSA
HUMAN AMYLOID (1-40) :

+ Dilmer au 1/30 les échantillons de liquide céphalo-rachidien (LCE) avec I'ELA Buffer™ :
10ul Echantillon + 260] Diluaat

¢ Mslanger parfanement les Standards Echanalions duues. Les Standards et Echannilons
seromt testes en doubls -

0pzml

15,63 pz'ml

31,25 pg'ml

62,5 pg'ml

125 pg/'ml

250 pgml

500 p='ml

1000 pg'ml

+  Dismiboer 100 ul des Standard Echansillons dans la plaque sensibilisée ELISA MUMAN
AMYLOID (140 (0.

0gouoooonu

FLIGA HUMAN AMYLOID (1-40) () plaque
«  Couwvrir la plaque svec un film adhésif

INCUBATION : UNE NUIT A4C

ELISA HUMAN AMYLOID (1-40) (N)

(suite)

Préparation de la Solution de travail de ¢ (Labeled antibody Conj.):

# Diluer ls Conjugué concentre su 1/30 avec le tanpon conjugé ' (Solation for Labeled
Conj.).

« D

100 pl de Solation de wavail de Conjugné dany les puin.

U000 00U (rrom o

100 ul Selugon Conjugué
(Labeled Antibody)
Barrette sensibilises

o Counir svec wm film adhisif
INCII'.IATIO‘N:-HHIN.G.\ 5C

Procedure de Lavage - mammslle
#  Laver chague punts vigouretisement svec la solution de lavase
*  Femplr chaque puits de Soluson de Lavage, laisser
[ 4 tremper 1530 secondes_
& Aspirer la Soluson de Lyvags
& Assécher la plague sur un papier sbsorbant

Lavage automarnque - 4 cycles, ] sempage (1mm ), 3 cyclas - Sécher la plague sur un papier
abtorbant

": TMB soluti

Distribaer 100 ul de Solution Substrat (Ch dans les puits

UQ U000 00 Jrromemmce
100 ul Substzat
i R
mamaﬂm:nm@mmnmmmmm-m
= la coulewr vire an blew au connacr du Subsmar

Plued-'ldthw amoMAnIue et manuelle
Diluer la quantité nécessaire de solution de lsvage concentrée’ 'au 140 en.
.
El rremper 1530 secondes.
*  Aspirer la Sclution de lavage
Secher la plague sur wm papier absorbamz

ean distlise
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Laure GUINDRE — Etude de la pertinence du diagnosti biologique de la Maladie d’Alzheimer partir de
I'expérience du CHU DUPUYTREN. Apport du dosage dupeptide AB1-40 — Thése : méd. ; Limoges ;
2013.

RESUME : Les biomarqueurs de neurodégénérescence du LERife Tau, protéine Tau phosphorylée et
peptide A81-42) représentent une avancée majeure dans leadiig de la maladie d’Alzheimer.

L'objectif de notre étude était de valider la penfiance diagnostique de ces biomarqueurs dosésuéne@u
laboratoire de Biochimie du CHU de Limoges. Cep@thdane discordance entre les dosages du pepfitlel2

et de la protéine Tau phosphorylée rend lintegiféh des résultats difficile. Dans le cas de cesilp
biologiques atypiques nous avons apprécié I'appordosage de 'B1-40, peptide reflétant la charge amyloide
totale du patient. Enfin nous avons évalué I'impdes résultats biologiques sur le diagnostic dlieigtabli par

le praticien.

Conformément a la littérature, dans notre étudmssbciation des trois biomarqueurs offrent les lmeibs
sensibilités et spécificités pour le diagnosticlalenaladie d’Alzheimer. Cependant pour un tiers dssltats
nous ne pouvions pas conclure biologiquement. @ensas le dosage de PA-40 et le calcul du ratio 34-
42/AB1-40 a permis d’apporter une conclusion pour 61%ptefils biologiques discordants avec une spétfic
de 100%. Notre étude a également montré que coafoant aux derniéres recommandations, les biomarsjueu
sont principalement prescrits en cas de doute ditgjue notamment face a des présentations atypideda
maladie. De surcroit, nos conclusions biologiquest parfaitement intégrées a celles du cliniciensdia
confirmation ou I'élimination du diagnostic pourssgatients.

MOTS CLES : biomarqueurs, maladie d’Alzheimer, protéine Tawtdine P-Tau, peptideA-42, ratio A81-
42/AB1-40

TITLE

Study of the biological diagnosis relevance andAp#&-40 peptide contribution in the Alzheimer's digeasm
the Dupuytren University Hospital Center experience

SUMMARY

The CSF biomarkers of neurodegeneration (Tau, ptaygiated Tau and l-42 proteins) represent a major
advance in the Alzheimer’s disease diagnosis.

The aim of this study consists in validating thaggiostic performance of these biomarkers whichoétently
measured in the biochemistry laboratory of the @rsity Hospital Center of Limoges. However, a disemce
between the assays of thelA42 peptide and phosphorylated Tau protein makésrpretation difficult.
Concerning these atypical biological profiles, wavd appreciated the contribution of the determamatf the
APB1-40 peptide which reflects the total amyloid loafdthe patient. Finally we have evaluated the impEc
biological results on the clinical diagnosis estdi#d by the clinician.

According to the literature, in this study, the donation of three biomarkers offers the best saisitand
specificity for the Alzheimer’'s disease diaghoditowever we can not conclude biologically for a dhiof
results. In this case the determination of tifd 40 peptide and the calculation of thp1lA42/A31-40 ratio have
allowed conclusion for 61% of the discordant biddad profiles with a specificity of 100%. This stutias also
shown that, in accordance with the latest recomaéons, biomarkers are mainly prescribed in casgoabtful
diagnosis, especially those presenting atypicalilpsoof the disease. Furthermore, our biologiaahausions
are perfectly integrated by the clinician who canfamed or eliminated the diagnosis for his paten

KEY WORDS : biomarkers, Alzheimer’s disease, Tau protein, P{iiatein, A31-42 peptide, f1-42/A31-40
ratio.
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