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. INTRODUCTION

Neuropsychiatre allemand, Alois Alzheimer est moins connu que la maladie qui porte
son nom et qu’il décrit pour la premiere fois il y a déja plus d’un siecle. En effet, c’est en
1906, apres le déces d’une de ces patientes présentant des troubles de la mémoire, qu’il étudie
le cerveau de celle-ci et découvre des lésions caractéristiques. Aujourd’hui encore, le
diagnostic de certitude de la maladie d’Alzheimer repose sur I’étude histologique des coupes
de cerveau en post mortem et la mise en évidence de ces Iésions.

Pourtant la médecine a fait de nombreuses avancées dans la compréhension de la
maladie. La connaissance des lésions anatomopathologiques élémentaires de la maladie a
permis, notamment, de mettre en évidence des mécanismes physiopathologiques. Ces
découvertes ont offert de nouvelles perspectives dans le développement d’outils diagnostiques
et thérapeutiques.

Néanmoins, ces efforts n’ont pas completement porté leurs fruits puisque I’ensemble
du processus physiopathologique conduisant a la maladie n’est pas encore totalement
compris et de surcroit, la maladie d’Alzheimer reste une maladie incurable : la prise en charge
des patients et de leur entourage, de la suspicion diagnostique au traitement, est loin d’étre
résolue. L’un allant avec I’autre, c’est peut étre en diagnostiquant mieux et surtout plus tét les
malades que les thérapeutiques auront le plus de chance d’étre efficaces.

En I’absence de marqueur fiable de la maladie, la démarche diagnostique actuelle
associe plusieurs arguments cliniques et paracliniques et aboutit a un diagnostic de probabilité
a un stade de la maladie bien souvent trop avancé.

Les biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer dans le LCR, éléments biologiques et
physiopathologiques de ce faisceau d’arguments, sont actuellement utilisés en routine dans la
plupart des CHU. Néanmoins, si ces biomarqueurs standards apportent une aide précieuse et
ont révolutionné la démarche diagnostique, ils présentent encore des limites dans le diagnostic
différentiel des démences. Afin d’améliorer les performances de ces tests, différentes
combinaisons de biomarqueurs tentent de pallier a ces difficultés. En paralléle, de nouveaux
biomarqueurs voient le jour: c’est le cas du peptide AP4o, permettant le calcul du ratio
APa2/APao. DéFinIr I’intérét et la place de ce nouveau biomarqueur dans le bilan biologique de
la maladie d’Alzheimer en s’appuyant sur I’expérience nancéenne de patients sélectionnés en
Lorraine de 2009 & 2011 est le but de ce travail.
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[l. GENERALITES

1. Définitions

La démence est définie, en neurologie, comme une altération progressive et durable
des capacités cognitives entrainant un retentissement socio-professionnel pour le patient avec
une perte d’autonomie. Des criteres diagnostiques internationaux ont été proposés et ont été
réactualisés depuis plusieurs années. La derniére version date de 2000 et a été publiée dans le
manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux, dans sa 4°™ version, le DSM-IV-TR
[1] (Annexe 1).

Comme pour toute définition, chaque terme est important et il convient de préciser
quelques points :

- Les troubles observés doivent constituer une baisse par rapport a I’état antérieur du
patient témoignant du caractere acquis de I’affection.

- La notion de caractére durable permet d’exclure de la définition les épisodes aigus,
dénommeés épisodes confusionnels. Il est généralement admis comme durable, la présence des
symptémes sur une période de plus de 6 mois.

- L’ensemble des manifestations ne doit pas étre expliqué exclusivement par un
trouble psychiatriqgue méme s’il peut étre associe.

- Les capacités cognitives, dites fonctions supérieures, sont le reflet de I’intelligence.
L atteinte de ces fonctions doit toucher la mémoire, et au moins une autre fonction parmi le
langage, les gnosies, les praxies, les fonctions exécutives.

- Enfin, le retentissement sur la vie du patient doit étre significatif, responsable de la

perte d’autonomie.

Entrent dans la définition des démences diverses pathologies, d’origines multiples :
dégénérative, vasculaire, tumorale, toxique, infectieuse, métabolique. C’est pourquoi, on parle
plus volontiers aujourd’hui des démences plutét que de la démence et il n’est pas rare que
différents processus soient associés chez un méme patient. Les grands cadres nosologiques

actuels des déemences sont représentés dans le tableau suivant (Tableau ).
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La maladie d’Alzheimer
Les démences vasculaires et I’association maladie d’Alzheimer + maladie cérébrovasculaire

Démences avec atrophies focales (atrophie lobaires frontotemporales, atrophies corticales
postérieures)

Démences striatales (démences a corps de Lewy, démences du Parkinson, paralysie supranucléaire
progressive, dégénérescence cortico-basale, maladie de Huntington...)

Les démences par agents transmissibles (maladie de Creutzfeldt Jakob)

Autres démences (non dégéneratives et non vasculaires) : pathologies de systéme, paranéoplasiques,
post traumatiques, pathologie de surcharge ou métaboliques, inflammatoires (SEP), maladies
infectieuses (hormis prion), pathologies toxiques

Tableau | : Les grands cadres nosologiques des démences [2].

La maladie d'Alzheimer, quant a elle, est une maladie neurodégénérative qui entraine
la perte progressive et irréversible des fonctions mentales et notamment de la mémoire. C’est
la 1% cause de démence en France, loin devant les autres causes : les démences d’origine
vasculaire, les démences lobaires frontotemporales (DLFT), la maladie a corps de Lewy
(MCL), les démences mixtes [2]. La maladie d’Alzheimer représente 70% des étiologies des

démences prévalentes [3].

2. Epidémiologie

En France, la maladie d’Alzheimer est un probléeme de santé publique majeur
puisqu’on comptait en 2005 plus de 900 000 malades, avec une incidence de 225 000
nouveaux cas par an d’aprés I’INSEE. La prévalence augmente fortement avec I’age : on
estime qu’apres 65 ans, 1 a 6% de la population est touchée et 10 a 30% apres 85 ans. On
comprend donc bien qu’en raison du vieillissement actuel de la population, le nombre de
malades va continuer de croitre ces prochaines années. Toujours selon les prévisions de
I”INSEE et en I’absence de traitement efficace proposé, le nombre de malades en 2020 devrait
atteindre 1 300 000 personnes, soit 1 francais de plus de 65 ans sur 4. D’un point de vue
socio-economique, le probleme est immense. Non seulement le malade est touché mais c’est
également tout son entourage qui est bouleversé par la maladie. Des le stade léger de la
maladie, le patient a besoin d’une aide extérieure, d’abord & domicile, mais dans les phases
tardives, c’est bien une surveillance 24h sur 24 que necessite le patient, bien souvent dans une

structure d’accueil. Dans la majorité des cas, c’est I’environnement familial qui prend en
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charge ce besoin, sans véritable formation ni soutien, et le plus souvent la famille est trés vite
dépassée tant sur le plan organisationnel que financier. Pourtant, le manque d’infrastructures
prenant en charge ces patients et I’insuffisance de formation des professionnels de santé
laissent de nombreux malades sans suivi ni prise en charge et dans un isolement quasi-total
[4]. Depuis plusieurs années, de nombreuses associations accompagnent et rassemblent les
malades et leurs proches en les informant sur la maladie et sur les aides disponibles pour une
meilleure prise en charge.

Pour la société, la problématique de la charge financiére de la démence n’est pas
négligeable du fait du vieillissement actuel de la population et tient du ressort de la politique
de santé. Il est trés difficile d’apprécier le colt de la maladie d’ Alzheimer et des démences en
géneéral. Une étude menée en France estime que le colt global des démences s’éléve a 7,5
milliards d’euros par an [5]. Le rapport de I’Opeps (Office parlementaire d’évaluation des
politiques de santé), estime le colt annuel moyen par patient a 22 099 €, dont 5 791 € de
dépenses médicales et 16 307 € de dépenses médico-sociales [6]. C’est donc au niveau
médico-social que la collectivité dépense le plus pour la maladie d’Alzheimer. La part

actuelle de la dépense en medicaments est de 369 € en moyenne par patient et par an [7].

C’est au vu de ces chiffres alarmants que de nombreux plans nationaux ont vu le jour
ces dernieres années en France, avec le 3éme en date, le plan Alzheimer 2008-2012, basé sur
le rapport du Professeur Ménard de 2007, qui comprend des objectifs sur 3 grands axes de la
maladie : la recherche, le soin et I’action sociale. Mieux comprendre la physiopathologie de la
maladie afin de développer de meilleures stratégies diagnostiques et thérapeutiques ainsi
qu’une meilleure prise en charge des patients et de leurs proches est I’un des plus grands défis

de la médecine du XXléme siécle.

3. Physiopathologie

3.1. Formes sporadiques et formes familiales

Classiquement, il convient de différencier 2 catégories de patients: il existe des
formes sporadiques qui représentent I’énorme majorité des cas (> 99%) et dont les causes

exactes ne sont pas encore completement definies actuellement et, parallelement, de trés rares
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formes familiales qui sont la conséquence de mutations monogéniques bien identifiées [8].
Les conséquences physiopathologiques dans les stades avancés sont identiques mais ce sont
des maladies differentes notamment en terme d’évolution : les formes familiales débutent plus

précocement et évoluent de maniére beaucoup plus rapide et agressive.

Dans les formes familiales, qui représentent moins d’1% des cas, plusieurs mutations
géneétiques ont été mises en évidence [9]. Elles concernent le géne de la préseéniline 1 (PS1)
dans 60% des cas, celui de la protéine APP (amyloid-f precursor protein) dans 20% des cas
et enfin celui de la préséniline 2 (PS2)dans 3% des cas. Ces 3 genes sont situés
respectivement sur les chromosomes 14, 21 et 1 et jouent un réle dans la production du
peptide AB. Lorsqu’une mutation de ces 3 genes est en cause, la maladie est de transmission
autosomique dominante avec une penétrance complete vers I’age de 60 ans rendant compte
d’une part importante des formes a debut précoce de la maladie (environ 10%) [10].

Il existe plus de 27 mutations décrites du géne de I’APP. Elles sont responsables soit
d’une hyperproduction de peptide AP, dans les formes dites quantitatives, soit d’une
production de peptide AP de plus grande taille, favorisant son égation, dans les formes
dites qualitatives [11]. Les mutations des génes PS1 et PS2 sont responsables toutes les deux

d’une surproduction de peptide Aap.

C’est a partir de ces cas familiaux que I’hypothése de la cascade amyloide a été
proposée pour expliquer I’ensemble des formes de maladie d’Alzheimer ; cette hypothése
suggérerait que la dégénérescence neurofibrillaire (DNF) et la protéine Tau ne soient que des
épiphénomenes de la maladie [12]. Dans ces familles, un diagnostic présymptomatique est
possible. 1l consiste en la recherche de la mutation chez un sujet cliniquement indemne mais
dont un parent est porteur de la mutation. La transmission étant de type mendélienne
autosomique dominante, il y a une chance sur deux pour que la mutation portée par un parent
soit transmise & chacun de ses enfants. Ce diagnostic ne se concoit que dans le cadre d’une
prise en charge multidisciplinaire ou des informations claires et précises sont données au
patient lors d’une consultation de génétique et selon la réglementation en vigueur (loi du 14
juillet 1994 relatif aux tests génétiques et décret d’application du 23 juin 2000).

Il existe néanmoins des familles (17% des cas) ou la maladie se transmet sur un mode
autosomique dominant et chez lesquelles il n’est pas retrouve de mutation sur I’'un de ces
genes, suggerant qu’il existe encore d’autres genes et mutations a découvrir [11]. Un

programme hospitalier de recherche clinique est consacré a I’identification de ces genes : le
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PHRC GMAJ (Génétique des formes mendéliennes de la maladie d’ Alzheimer du sujet jeune)

[9].

Formes de transmission autosomique dominante de la maladie d’Alzheimer :
- géne PS1:60% (chromosome 14)
- géne APP : 20% (chromosome 21)
- gene PS2 : 3% (chromosome 1)

- autres: 17% (protocoles de recherche en cours)

A cOté de ces formes familiales, il existe un lien entre maladie d’Alzheimer et trisomie
21 ou syndrome de Down. En effet, des signes histopathologiques de la maladie sont
retrouvés dans le cerveau de ces patients dés I’age de 40 ans. 55% des trisomiques 21 entre 50
et 59 ans présentent des signes de démences et 75% a partir de 60 ans [13]. Le géne codant la
protéine APP étant localisé sur le chromosome 21, les sujets trisomiques 21 présentent un
chromosome 21 surnumeéraire associé a une surproduction d’APP et par conséquent un exces
de peptide AP [14].

Les causes exactes des formes sporadiques ne sont pas encore clairement identifiées
mais on en connait aujourd’hui plusieurs facteurs de risque. Ces facteurs de risque peuvent
étre classés selon qu’ils soient modifiables ou non. Le principal facteur de risque non
modifiable reconnu est I’a4ge. La maladie ne touche qu’exceptionnellement les individus de
moins de 60 ans et la prévalence ne cesse de croitre a partir de cet age [15].

Les femmes sont plus touchées que les hommes, surtout apres 80 ans ; une explication
possible parmi d’autres vient du fait de leur espérance de vie plus élevée mais des hypothéses
hormonales ont également éteé citées. Le tableau suivant représente la prévalence de la

maladie en fonction de I’age et du sexe (Tableau I1).
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Classe d'age (ans) Eurodem Paquid Faenza et Granarolo ~ Cardiovascular Health

Europe! France? ltalie? , study
Etats-Unis*

Hommes
65-69 1,6 - 0,76 13,7
70-74 29 - 1,8
75-79 5,6 77 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 57 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., 2003 ; ¢ De Ronchi et coll., 2005 ; 4 Fitzpatrick et coll., 2004

Tableau Il : Prévalence de la maladie d’Alzheimer (%) en fonction de I’age et du sexe selon
différentes études en population [6].

Des facteurs épigénétiques ont également été identifiés comme facteurs prédisposants
a la maladie : il s’agit du polymorphisme €4 deéng de I’apolipoprotéi ne E situé sur le
chromosome 19 [16]. Il ne s’agit que d’un facteur de risque a la différence des mutations
retrouvées dans les formes familiales : tous les porteurs de la mutation, a I’état hétérozygote
ou homozygote, ne développeront pas une maladie d’Alzheimer. Néanmoins, le risque relatif
de développer une maladie d’Alzheimer est multiplié par 2 a 4 chez les porteurs d’un allelec4
et par plus de 5 chez les porteurs de 2 allelese4 [17]. Cette protéine a un réle de transporteur
de lipides dans la circulation sanguine et intervient également dans la constitution et la
réparation du tissu cérébral, tissu riche en lipides [18]. Plusieurs mécanismes ont été proposés
pour expliquer le réle de I’ApoE dans la maladie d’Alzheimer. Il semble qu’elle ait un role
dans le transport du peptide AP ; la mutation favorise son agégation en r éduisant sa clairance
cérébrale [18]. D’autres facteurs de risque genétiques ont été identifiés par la GWAS
(Genome-Wide Association Study) mais des études sur des populations plus larges seront
nécéssaires pour en évaluer I’impact réel. Ci-dessous, des genes trés probablement en relation

avec la survenue de la maladie d’Alzheimer (Tableau I11).
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Susceptibilité génétique Chromosome Conséquences

DAPK1 (Death-Associated 9g34.1 Apoptose neuronale

Protein Kinase 1)

UBQLN (Ubuquilin 1) 9¢21.32 Régulation des présénilines
ABCAL (Adenosine 9922-g31 Réle dans le métabolisme
triphosphate-Binding Cassette lipidique

transporter 1, subfamily A)

SORLL1 (Sortilin-Related 11923 Transport d’APP
Receptor)
GAB?2 (Glycine-rich protein 2- 11q14.1 Protéine de structure intervenant
associated binding protein 2) dans les mécanismes

pathologiques de la maladie

d’Alzheimer

LRP6 (Low-density lipoprotein 12q13-q14 Altération de signal
Receptor-Related protein 6)

Tableau 111 : Genes trés probablement en relation avec la maladie d’Alzheimer [10].

En ce qui concerne les facteurs de risque dits modifiables, de nombreux facteurs
environnementaux ont été identifiés. Parmi eux, les facteurs de risque cardiovasculaires
jouent un réle important: I’hypertension artérielle (HTA), le diabéte, I’obésité, les
dyslipidémies et le statut nutritionnel [19].

L’HTA est un facteur de risque indépendant de maladie d’Alzheimer puisqu’elle peut
étre associée a des troubles cognitifs sans association avec une maladie d’Alzheimer.
Cependant, il est maintenant établi qu’une HTA a un &ge moyen de la vie est associé a un
risque accru de développer une maladie d’Alzheimer [20]. A I’imagerie cérébrale, il a été
retrouvé chez de nombreux sujets hypertendus une atrophie des lobes temporaux, comme
dans la maladie d’Alzheimer ainsi que des plaques amyloides dans les régions temporale et
corticale [20]. Chez les sujets hypertendus, il a été mis en évidence une augmentation de la
production de peptide AP et une dysfonction synaptique avec perte neuronale entrainant la
démence [20]. De plus, les patients hypertendus sous traitement sont mieux protégés contre la
maladie d’Alzheimer que les patients hypertendus non traités [17]. Par ailleurs, certaines
études suggerent que la maladie d’Alzheimer puisse résulter d’une hypoperfusion cérébrale
chronique débutant dans des régions cérébrales vulnérables [21].
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Le diabete et le syndrome métabolique majorent également le risque de survenue de
maladie d’Alzheimer [22] : une insulinémie élevées entraine une production élevée de peptide
AP [23]. De plus, d’apres une étude récente, les adultes obéses ont 4 fois plus de risque de
développer une maladie d’Alzheimer [24] : I’obésité serait donc également un facteur de
risque de maladie d’ Alzheimer.

De nombreuses études rapportent que I’alimentation joue un réle important dans la
maladie d’Alzheimer [25]. C’est notamment le cas en ce qui concerne le métabolisme
lipidique. Dans I’organisme, les lipides ont 3 fonctions majeures : stock d’énergie pour les
cellules, composants principaux des membranes et médiateurs cellulaires. 23% du cholestérol
total se trouve dans le tissu cérébral et participe pleinement & la synthese membranaire
neuronale et a la production d’acétylcholine, 2 processus indispensables au bon
fonctionnement cérébral [23]. La perturbation du métabolisme du cholestérol a donc des
conséquences au niveau cérébral et participe a la survenue de la maladie d’Alzheimer.
L alimentation riche en lipides, avec un rapport graisses saturées sur graisses poly- ou mono-
insaturées elevé, entraine une augmentation du LDL-cholestérol et une diminution du HDL-
cholestérol. Hors, il existe une association entre des taux plasmatiques bas d’HDL-cholestérol
et un déficit de la mémoire verbale a court terme chez des adultes d’age moyen [23]. Les
relations entre les particules d’HDL et la fonction cérébrale sont tres complexes et ne sont pas
encore totalement comprises. Néanmoins, des propriétés neuroprotectrices sont liés au HDL
cholestérol [17] : les particules HDL peuvent directement se lier au peptide AP en exces dans
le cerveau, le transporter vers le secteur plasmatique, et de ce fait, inhiber son oligomérisation
intracérébrale [23]. Les traitements hypocholestérolémiants de type statines n’ont cependant
pas montré d’effets bénéfiques sur la cognition a long terme [26].

L’effet du tabac sur la survenue de la maladie n’est pas encore tranché a I’heure
actuelle : plusieurs études donnent des résultats contradictoires [26].

Le niveau educatif et socioculturel éleve est souvent mentionné comme un facteur
protecteur. Il est difficile de se prononcer car la notion de réserve cognitive élevée pourrait en
fait créer un biais diagnostique chez ces individus en mettant a défaut les différents tests
cliniques utilisés. Par contre, il est établi qu’un environnement familial et social riche est un
facteur protecteur de la maladie ; d’aprés Fratiglioni et al. (2000), la stimulation cognitive
retarde la phase clinique de la maladie [27].

Des facteurs médicaux interviennent également comme facteurs de risque: les
antécédents de depressions semblent associés a un risque de survenue de maladie

d’Alzheimer. Les symptdmes dépressifs étant trés fréquents au cours de I’évolution de la
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maladie, il est difficile de préciser s’il s’agit d’un véritable facteur de risque ou d’un
prodrome de la maladie [3]. Le lien entre traumatisme cranien et maladie d’Alzheimer est
toujours débattu : des lésions cérébrales similaires a celles de la maladie d’Alzheimer ont été
décrites chez des ex-boxeurs ayant souffert de microtraumatismes a répétition mais le lien de
cause a effet n’est pas clair [3].

Le tableau suivant résume et classe selon leur impact dans la maladie les différents

facteurs de risque les plus vraisemblables a I’heure actuelle (Tableau 1V).

Role causal dans la maladie Facteurs
Certain Age, génotype apoE
Probable Sexe, niveau d’études, vie active, facteurs vasculaires

Dépression, facteurs nutritionnels, alcool, aluminium,

Possible oestrogeénes, anti-inflammatoires, environnement social,
taille de téte
Peu crédible Traumatisme cranien, profession

Tableau 1V : Facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer [5].

La maladie d’Alzheimer est une maladie hétérogéne et multifactorielle. Bien que la
plupart des facteurs de risque soient identifiés, la liste n’est pas exhaustive et les mécanismes

causaux ne sont, eux, pas encore tous élucidés [17].

3.2. L’histoire naturelle

L’histoire naturelle de la maladie est de mieux en mieux connue. La maladie
d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative d’évolution lente et insidieuse dont les
processus physiopathologiques débutent plusieurs années avant les premiers signes de la
maladie [3]. L’installation des troubles étant progressive, il existe plusieurs phases plus ou
moins bien définies, n’aboutissant pas toutes au stade de maladie. Lorsque les premiers signes
apparaissent, il est important de différencier vieillissement normal, troubles cognitifs Iégers et
démence ; la prise en charge du patient étant différente. D’ailleurs, actuellement, le concept de
maladie d’Alzheimer et notamment des stades précoces de la maladie sont trés discutés et font

I’objet de récentes mises au point [28].
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Vieillissement normal

Dans le vieillissement normal, il existe des modifications des fonctions cognitives
mais sans retentissement majeur dans la vie quotidienne. 50% des sujets agés de plus de 50
ans se plaignent de troubles de la mémoire [29]. Les manifestations habituelles sont un
ralentissement du traitement de I’information, une baisse de I’attention ou un affaiblissement
des fonctions exécutives ; mais certaines fonctions restent bien conservées, comme le langage,
les praxies, les gnosies, la mémoire sémantique, le raisonnement arithmétique et, bien sur,
I’autonomie du patient n’est pas altérée. Ces signes cliniques sont tout de méme le reflet de
Iésions cérébrales liées au vieillissement : pertes neuronales et synaptiques, plus ou moins
associees a des lésions vasculaires. Il est également possible de rencontrer des plaques séniles,
Iésions habituellement décrites dans la maladie d’Alzheimer, au cours du vieillissement
physiologique [30]. Aprés 60 ans, le cerveau perd environ 2% de son poids tous les 10 ans.
Les variations interindividuelles expliquent que tous les individus ne sont pas touchés de
facon identique. De plus, s’ajoutent des facteurs environnementaux cités précédemment tels
gue le niveau socio-éducatif, le mode de vie, la personnalité de chacun, les pathologies
associées. Ces facteurs influent grandement sur le ressenti des patients dans leur déclin

cognitif.

Troubles cognitifs l1égers

Les troubles cognitifs Iégers (MCI ou Mild Cognitive Impairment) représentent un état
transitoire entre le vieillissement normal et la démence. D’apres la définition initiale de
Petersen et al. (1999), il s’agit d’un groupe hétérogene de patients présentant un deéficit
mnésique léger mais pathologique, sans perte d’autonomie ni syndrome démentiel [31]. Ce
concept ne préjuge donc pas de I’étiologie du trouble mnésique qui peut étre tout aussi bien
neurodégénérative, toxique, métabolique ou autres. Il n’existe pas de critéres diagnostiques
consensuels de ces MCI. En 2005, il a été admis qu’il pouvait y avoir une perte minime
d’autonomie. Environ 80% des patients atteints de MCI amnésique, c'est-a-dire les patients
dont les troubles de la mémoire sont isolés, vont évoluer vers une maladie d’Alzheimer en 5
ans [32]. Pour les 20% restants, soit leur état va se stabiliser, soit ils vont évoluer vers un état
démentiel autre que celui associé a la maladie d’Alzheimer, soit plus rarement leurs fonctions

cognitives vont se normaliser. Il est donc important de déterminer si les patients MCI sont &
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risque de démence ou présentent une maladie d’Alzheimer débutante. C’est pourquoi le
concept de MCI a été revu et classé en plusieurs entités. Différents types de MCI peuvent
ainsi étre identifiés et le trouble mnésique n’est plus une condition nécessaire : il a éte
remplace par le trouble cognitif quelque soit la fonction touchée. On distingue ainsi les MCI
amnésiques des MCI non amnésiques [33]. Le MCI amnésique simple domaine, défini par un
déficit mnésique isolé, correspond aux patients ayant un haut risque d’évoluer vers une
maladie d’Alzheimer. Le MCI avec déficits cognitifs multiples a plutdt tendance a rester
stable et le MCI défini par le déficit d’un seul domaine cognitif peut évoluer, en fonction du
déficit observé, vers une MCL, une démence frontotemporale (DFT) ou une aphasie primaire
progressive ou une maladie d’Alzheimer [29]. Les différents MCI et leur évolution possible

sont représentés sur le tableau suivant [34] (Tableau V).

Type de MCI Evolution possible

MCI amnésique isolé Maladie d’Alzheimer

o o - _ Maladie d’Alzheimer, démence vasculaire ou
MCI amnésique avec déficit cognitif multiple .
vieillissement normal

MCI non amnésique avec déficit cognitif Maladie a corps de Lewy ou démence

multiple vasculaire

o o Démences lobaires frontotemporales, maladie a
MCI non amnésique avec déficit isole _ _
corps de Lewy ou maladie d’Alzheimer

Tableau V : Evolution possible des différents types de MCI [34].

Certains auteurs ont cherché des signes spécifiques annonciateurs d’une maladie
d’Alzheimer au stade précoce chez ces patients présentant des troubles cognitifs légers : le
tableau est celui d’un syndrome amnésique progressif de type hippocampique plus ou moins
associe a des signes d’altération des fonctions exécutives. En 2007, Dubois a émis des criteres
diagnostiques de la maladie d’Alzheimer prodromale, c'est-a-dire avant le stade de démence
[35]. Ces critéres ne sont pas encore validés a I’heure actuelle et sont considérés comme des
criteres de recherche. lls reposent sur des signes cliniques et paracliniques: un déficit
mneésique de type hippocampique portant sur la mémoire épisodique associé soit a une
atrophie du lobe temporal mise en évidence a I’imagerie cérébrale, soit a des anomalies des
marqueurs biologiques dans le LCR, soit & un profil spécifique en neuroimagerie

fonctionnelle.
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Ce stade de MCI, véritable stade prédémentiel, est trés intéressant a étudier sur les
plans diagnostique et thérapeutique dans la perspective de mise en place de mesures
préventives et/ou curatives adaptées. Une des ambitions actuelles des acteurs impliqués dans
ces pathologies est de comprendre les mécanismes qui lient ces différents états et font
basculer un patient de stade MCI au stade maladie. L’enjeu majeur étant de savoir
diagnostiquer les patients des ce stade clinique, ce qui implique nécessairement de disposer de

criteres précis (cliniques, examens d’imagerie ou de biologie).

Stade démentiel

Actuellement, c’est lors du passage au stade de la démence que le diagnostic de
maladie d’Alzheimer probable peut étre posé. Cela necessite d’objectiver une perte
d’autonomie du patient. Les premiers signes cliniques observés sont le plus souvent des
troubles de la mémoire d’apparition insidieuses mais lentement progressifs. Avec
I’aggravation de ces troubles, viennent parfois des épisodes de confusions entrainant petit a
petit des modifications de I’humeur et une anxiété. Des problemes de reconnaissance des
personnes apparaissent puis s’installent ainsi que des difficultés de langage. Au stade de
maladie d’Alzheimer avancée, apres une dizaine d’années d’évolution, les patients deviennent
completement dépendants, apathiques, anorexiques et finissent par décéder dans un état
cachectique d’une pathologie surajoutée, le plus souvent infectieuse [36].

Dans les formes familiales, I’histoire de la maladie est plus brutale, notamment lorsque
la mutation touche le géne de la préseniline 1 [9] : les premiers signes cliniques apparaissent
plus tot, bien souvent avant 50 ans et la sévérité de la maladie est plus importante avec une

évolution rapide et un déceés précoce.

Il existe également des formes dites focales caractérisées par un tableau clinique
atypique. Ce sont les signes initiaux de la maladie qui sont atypiques rendant le diagnostic
difficile : aphasie progressive ou agnosie initiale, syndrome corticobasal. Il semble qu’elles

soient liées a une distribution inhabituelle des lésions [11].
Trois phases de la maladie peuvent ainsi étre distinguées : la phase infra ou pré-

clinique, sans manifestation clinique ; la phase prodromale ou MCI, lorsque le patient

présente des troubles cognitifs Iégers, sans répercussion sur sa vie quotidienne et enfin la
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phase démentielle, définie par les criteres du NINCDS-ADRDA [37]. Ces différentes phases

sont schématisées ci-dessous (Figure 1).

Cinétique de la maladie d’Alzheimer

phase
pré-clinique

phase pré-démentielle

démence
déces
légére
modérée sévere
10 a 20 ans, Durée de 3a5 ans
indétectable les MCI
cliniguement Durée de 3 a 15 ans,

perte d’autonomie dans
la vie quotidienne

Figure 1 : Evolution clinique de la maladie d’Alzheimer au cours du temps.

Vers une nouvelle définition de la maladie d’Alzheimer

Aprés 3 ans d’expérimentation des nouveaux critéres diagnostiques de Dubois [35], les
mémes auteurs ont proposé un nouveau lexique qui redéfinit I’ensemble des différentes
phases et présentations de la maladie d’Alzheimer [28]. Dans un 1* temps, ces définitions ont
pour but d’harmoniser le recrutement des patients dans les essais cliniques en stratifiant le
stade de la maladie afin d’évaluer plus précisement I’effet d’éventuels thérapeutiques au cours
des différentes phases de la maladie. Dans un 2°™ temps, cette nouvelle approche
diagnostique permet de comparer la fiablité des nouveaux marqueurs de la maladie avec les
criteres anatomopathologiques post-mortem, dans le but futur de mettre au point un nouvel
examen (ou combinaison d’examens) de référence ou «gold standard » autorisant un
diagnostic de certitude de la maladie in vivo. Ainsi, les auteurs ont créé le concept de spectre
de la maladie d’Alzheimer regroupant tous les stades et présentations de la maladie, y compris
les stades précliniques, tandis que jusqu’alors, la maladie d’Alzheimer se définissait par la

présence d’un syndrome démentiel. Parmi les stades précliniques, les auteurs proposent, par
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exemple, le terme de « stade asymptomatique a risque de maladie d’Alzheimer » : ce stade se
définit par la mise en évidence des processus physiopathologiques de la maladie par
I’intermédiaire de marqueurs (biomarqueurs dans le LCR ou traceurs amyloides en imagerie
fonctionnelle) chez des patients asymptomatiques. Ces patients ne présentent aucun signe
clinigue ni méme plainte mais présentent des signes paracliniques qui témoignent de
I’établissement des mécanismes impliqués dans I’émergence de la maladie : a ce titre, ils sont
plus a risque de développer la maladie a I’avenir que des sujets ne présentant pas ces
marqueurs. Toutefois, a ce stade, I’évolution ou non vers la maladie va également dépendre
des facteurs de risque et facteurs protecteurs auxquels sont exposés chaque patient [28].

La maladie d’Alzheimer est désormais suspectée sur un syndrome clinico-biologique,

présent bien avant le stade de démence.

3.3. L’histopathologie

Les lésions anatomo-pathologiques ont permis de mieux comprendre la
physiopathologie de la maladie qui est pourtant loin d’étre totalement éclaircie.
Macroscopiquement, au stade tres avancé, une atrophie cérébrale touchant toutes les zones du
cerveau est observée (Figure 2). Néanmoins, cette atrophie n’est pas spécifique de la maladie
d’Alzheimer et ne peut étre considérée comme un critére diagnostique [38]. Si elle touche
toutes les zones du cerveau, cette atrophie n’est cependant pas homogene : elle prédomine
dans la région hippocampique, siege de la mémoire et de la formation des souvenirs, située
dans le lobe temporal. Au décés, le poids du lobe temporal d’un patient atteint de maladie
d’Alzheimer est en moyenne diminué de 41% par rapport a une personne du méme age

exempt de maladie neurologique [39].
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Figure 2: Comparaison d’une coupe de cerveau
dans un cas de démence de type Alzheimer par
rapport a un sujet sain (Pr J.J.Hauw, CHU
Salpétriére, Paris).

A gauche : atrophie cérébrale particuliérement nette dans un
cas de démence de type Alzheimer

A droite : cerveau d'une personne du méme 4ge,
intellectuellement normale

En anatomopathologie, 2 types de lésions ont été mis en évidence : les DNF et les
plagues amyloides [40]. Ce sont ces lésions qui permettent d’affirmer le diagnostic de la

maladie (Eigure 3).
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Figure 3 : Lesions histologiques de la maladie d’Alzheimer.

Sections histologiques réalisées post-mortem a partir de cerveaux de patients atteints
de la maladie d’Alzheimer, illustrant les lésions pathologiques caractéristiques. a.
Plagues amyloides ; b. Dégénérescences neurofibrillaires ; c. Plaques séniles
amyloides et dégénérescences neurofibrillaires ; d. Angiopathie amyloide cérébrale.
Les images a a ¢ sont colorées a I’argent. d est immuno-colorée par un anticorps
anti-Ap.

C’est a partir de ces 2 types de lésions bien différenciées que les 2 grandes théories sur
les mécanismes physiopathologiques ont émerge : les partisans du peptide A, les « batistes »
et les « tauistes », défenseurs de la protéine Tau.

- Les « batistes » s’appuient, entre autres, sur le fait que les mutations des formes
familiales de maladie d’Alzheimer entrainent une surproduction de peptide A3,
argument fort en faveur de I’hypothese de la cascade amyloide comme
mécanisme préponderant [41].

- Les «tauistes » soutiennent I’hypothése de la protéine Tau qui est a I’origine
de la neurodégénérescence. Composant majeur des DNF, ces lésions
s’installent progressivement dans les différentes régions cérébrales selon une
hiérarchie qui suit I’évolution des troubles cognitifs [42]. De plus, il existe un

lien important entre la quantité de DNF et le déficit cognitif [43].
Quel est le mécanisme initiateur et prépondérant de la physiopathologie de la maladie

d’Alzheimer : le dépbt de peptide AR ou la DNF ? Le débat n’est pas encore totalement résolu

a ce jour mais il est probable que ces 2 processus pathologiques ne puissent étre dissociés.
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D’ailleurs, les plaques séniles correspondent a I’association de ces 2 lésions (plaques
amyloides et DNF) et apparaissent plus tardivement au cours de I’évolution de la maladie
[40]. Elles sont composées d’un dépdt de peptide fAau centre et d’une couronne faite de
prolongements axonaux dystrophiques chargés en protéines Tau hyperphosphorylées. Dans
I’environnement proche de la plaque, se développe une réaction inflammatoire locale a bas
bruit expliquant la présence constante de cellules gliales activées. La plaque contient
également du cholestérol et de I’apolipoprotéine E. La constitution de la plaque se fait du
cceur vers la périphérie : le point de départ est donc le dép6t amyloide [3]. Si la plaque sénile
est le marqueur histologique de la maladie d’Alzheimer, d’autres mécanismes pathologiques
plus précoces sont déja activés avant son apparition et constituent sans doute des facteurs

étiologiques déterminants [42].

A coté de ces lésions spécifiques, il existe une perte neuronale et synaptique touchant
préférentiellement les régions riches en DNF [43]. La perte des connexions synaptiques se
traduit par des zones de spongiose. Ces lésions se traduisent macroscopiquement, dans les
stades avancés, par une atrophie cérébrale peu spécifique, prédominant dans le cortex.
Associées a cette perte neuronale et cette atrophie, il existe également des perturbations de la
neurotransmission et des réactions inflammatoires gliales localisées [3]. Le systeme
cholinergique est le plus précocement touché, notamment dans les régions affectées par la

maladie : hippocampe et cortex céréebral [42].

3.3.1. Le peptide AB et la cascade amyloide

Les plagues amyloides sont des lésions sphériques, extracellulaires, principalement
constituees de peptideBA sous forme agrégée. Ce peptide, issu de la dégradation
physiologique de la protéine APP (amyloid-f precursor protein), existe sous 2
formes principales : AB4o et APB4, constitués respectivement de 40 et 42 acides aminés [44].

La protéine APP, dont le géne est situé sur le chromosome 21, est présente au niveau
de nombreuses cellules, neuronales et non neuronales. C’est une glycoprotéine
transmembranaire dont il existe 3 isoformes, constitués chacun de 695 (forme majoritaire),
751 et 770 acides aminés [41]. Les 3 parties de la protéine sont les suivantes : un long
domaine extracellulaire avec son extrémité N-terminale, un seul domaine transmembranaire

hydrophobe et un court domaine intracellulaire a I’extrémité C-terminale. La protéine va subir
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différents clivages protéolytiques. La séquence du peptide AP est située a la transition

domaine extracellulaire/domaine transmembranaire, partie hydrophobe de la protéine [11]

(Figure 4).
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Figure 4 : Localisation du peptide AP au sein de la protéine APP [41].

Le role exact d’APP n’est pas encore bien défini. Elle serait impliquée dans I’adhésion
cellulaire, le développement du SNC, la maturation axonale et posséderait des propriétés
neurotrophiques notamment par I’intermédiaire de son fragment soluble sAPP . La
maturation d’APP peut passer par 2 voies enzymatiques différentes, faisant intervenir des
protéases de type sécrétase. Ces enzymes ont été identifiées : 1’a-secrétase, laf -secrétase ou
BACE 1 (BAPP cleaving enzyme 1) et la y-secrétase, un complexe constitué de 4 proteines :
préséniline 1 ou 2, PEN 2 (Presenilin enhancer 2 homolog), nicastrine et APH 1 (Anterior
pharynx defective 1 homolog) [42]. Des mutations des genes de certaines de ces protéines, en
particulier les préseénilines sont responsables de certaines formes autosomiques dominantes de
la maladie [41].

La voie physiologique, dite non amyloidogéne, fait intervenir un 1% clivage
enzymatique par une a-sécretase : le fragment ainsi forme, sABPpos€de des propriétés
neurotrophiques et neuroprotectrices [41] ; puis, intervient un second clivage par une y-
sécrétase. Cette voie aboutit & un peptide trés court dénommé p3, qui ne s’agrege pas et ne
possede pas de propriétés toxiques. L -sécrétase clive la protéine APP en positiona, au sein

méme de la séquence correspondante au peptide AP, empéchant ainsi sa formation
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compléte ce qui explique son incapacité a former des plagques par cette voie. Non seulement,
cette voie empéche la formation de peptide & mais elle conduit & la formation du fragment
sAPPao qui pogde des propriétés neurotrophiques. Il s’agit de la voie principale de
dégradation d’ APP [41].

Dans la voie pathologique, dite amyloidogéne, le 1* clivage enzymatique par une p-
sécrétase donne naissance au fragment sAPP dépourvu des propriétés neurotrophiques et
neuroprotectrices de sAPPa, puis le second clivage par la y-sécrétase aboutit au peptide /8.
En réalité, cette voie aboutit & une multitude de peptides AP, de tailles diffentes. Il existe
une grande hétérogénéité dans les extremités C- et N-terminales. Le peptide majoritairement
produit est APy mais c’est le peptide AP4p, possédant la partie hydrophobe la plus longue,
qui a la plus grande capacité a s’agréger [44]. En solution, ces peptides s’agregent, formant
des oligomeres solubles de 8 kDa ou plus, caractérisés par des propriétés synaptotoxiques,
puis des fibrilles insolubles de plus de 100 kDa [45]. La présence de plaques, constituées de
ces peptides, est la marque de I’agrégation de ces oligomeéres en fibrilles insolubles. C’est
cette voie métabolique qui a un rdle majeur dans les mécanismes pathologiques de la maladie
[41].

Ces 2 voies sont illustrées sur le schéma suivant (Figure 5).
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Figure 5 : Maturation de la protéine APP et formation du peptide AB.

Physiologiquement, la protéine APP subit deux clivages enzymatiques successifs par une a-sécrétase,
puis une y-sécrétase, conduisant a la libération des fragments sAPPa et p3. La voie faisant intervenir les
B- et y-sécrétases conduit quant a elle a la production du peptide B-amyloide, trés hydrophobe et capable
de s’agréger en oligomeres, puis en fibrilles.

La synaptotoxicité des oligomeres entraine une diminution progressive des connexions
synaptiques et la destruction des neurones par apoptose [46]. Tardivement, la présence de
plaques amyloides, témoin de I’agrégation des oligomeres de peptides Ap en fibrilles, entraine
en plus une réaction inflammatoire locale aggravant la destruction des neurones adjacents.

L’ensemble de la cascade amyloide est schéematisé ci-dessous (Figure 6).
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Figure 6 : Hypothese de la casacade amyloide [41].

Il est important de noter que c’est la dérégulation de la voie métabolique du peptide
AP42, précédant son agrégation en oligomeres toxiques, qui est associée a la pathologie [41].
Hors, le taux cérébral de peptide A8 est régi t d’une part par sa production, et d’autre part par
son élimination. Pour éviter son accumulation intracérébrale, il existe des processus de
dégradation du peptide faisant intervenir certaines protéases ; des études récentes ont conduit
a identifier la néprilysine (NEP), I’enzyme de dégradation de I’insuline (IDE) et I’enzyme de
conversion de I’endothéline (ECE). Parallélement a cette dégradation, il existe une voie de
clairance du peptide du compartiment cérébral vers le compartiment plasmatique a travers la
barriere hématoencephalique. Apres la liaison avec 62 -macroglobuline et I’apolipoprotéine

E, le peptide est internalisé dans les VLDL puis dégradé par voie lysosomale [44].

On ne sait pas, a I’heure actuelle, si c’est une augmentation de production du peptide
et/ou une diminution de son élimination qui est responsable de son accumulation au niveau
cérébral. Il n’a d’ailleurs pas été démontré que dans les formes sporadiques de maladie

d’Alzheimer, I’activité des B- et y-sécrétases soit augmentée [3].
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3.3.2. Les dégénérescences neurofibrillaires et la protéine Tau

La DNF fait intervenir la protéine Tau. C’est une protéine cytosolique associée aux
microtubules dont 6 isoformes de tailles différentes (de 352 a 441 acides aminés) ont été
identifiées. Elle est caractérisée par de nombreux sites de phosphorylation. Son gene est situé
sur le chromosome 17. Elle intervient dans I’assemblage et la stabilisation du réseau neuronal
par I’intermediaire des sous-unités de tubuline. Les différentes isoformes possédent 3 a 4
domaines de liaison aux microtubules [12].

La polymérisation des molécules de tubuline permet la formation de microtubules qui,
en présence de Tau, sont plus rigides et plus résistants. La principale fonction des
microtubules, organites dynamiques continuellement en phase d’élongation et de
raccourcissement, est la stabilisation cytoplasmique des cellules ; ils interviennent également
dans la transmission de I’influx nerveux: les vésicules contenant les différents
neurotransmetteurs se déplacent a I’intérieur du neurone a I’aide de ce réseau microtubulaire.
Les neurones sont les cellules qui expriment la concentration la plus élevée de protéine Tau.
Au niveau cérébral, les neurones les plus différenciés, les neurones corticaux, expriment des
taux plus élevés que les neuroblastes de la zone périventriculaire. Au sein méme du neurone,
il existe un gradient de concentration avec des taux plus élevés au niveau axonal par rapport

au corps cellulaire et aux dendrites [11].

L’état de phosphorylation des protéines Tau régule la stabilité des microtubules. Il
existe plus de 80 résidus serine et thréonine sur Tau et ces sites sont majoritairement situés de
part et d’autre des domaines de liaison aux microtubules, dans une région riche en proline
[47]. Plus d’une trentaine de ces sites se sont révélés étre phosphorylés [12]. Il existe
également 5 résidus tyrosine dont certains sont phosphorylés [3]. Cette phosphorylation est la
principale modification post-traductionnelle de Tau. La plupart des formes phosphorylées
sont physiologiques tandis que d’autres sont clairement pathologiques. Les interactions entre
Tau et les microtubules sont régulées par ses sites de phosphorylation physiologiques. Dans la
maladie d’Alzheimer, I’atteinte neuronale est liée a I’état d’hyperphosphorylation de Tau qui
perd sa fonction stabilisatrice. Les protéines Tau isolées des DNF sont anormalement
phosphorylées : a la fois en quantité anormale sur les sites physiologiques mais aussi par
phosphorylation sur des sites pathologiques [48].
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Phospho-Tau (protéine Tau phosphorylée), s’agrege et forme des filaments
hélicoidaux pathologiques (PHF), entrainant des modifications dans le réseau de microtubules
et des anomalies du transport axoplasmique [41]. La formation de neurones dystrophiques
ayant perdu leur organisation en réseau est responsable, en partie, de la neurodégenérescence
de la maladie d’Alzheimer. La sévérité des troubles cognitifs est d’ailleurs proportionnelle a
la quantité de PHF dans le cerveau [49]. Le schéma suivant représente le rle de la protéine

Tau dans la physiopathologie de la maladie (Figure 7).

Microtubules Proteine TAU

T | T | wweons

microtubules

‘T -] APhosphorylation
A Déphosphorylation

| HYPERFHOSPHORYLATION NN

B 3!
—— rm-.ml |

Déstabilisation e
x % Prot; T
des microtubules h::.égg: g

’} Protéine Tow Mart neuronale

-} Protéine Tau
hyperphos pharylée
—’;’ff—' Micratubules

Figure 7 : Role de la protéine Tau dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer [50].

La phoshorylation de Tau est le résultat d’un équilibre entre I’activité de protéines
kinases et de protéines phosphatases [41]. Les kinases, capables de phosphoryler Tau, sont
nombreuses : les cdk (kinases dépendantes des cyclines), la GSK3p, les MAP kinases (Erk1/2,
jun kinases JNKSs et p38s), les MARK, la phosphorylase K, la pKA, la pKC et la Tau-tubuline
Kinase [3]. L’activité des protéines phosphatases 1, 2A, 2B et 5 serait diminuée dans la
maladie d’Alzheimer. Un déséquilibre de [I’activité kinase/phosphatases pourrait étre

responsable de I’hyperphosphorylation de Tau et de sa dérégulation [3].
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La pathologie de Tau n’est pas exclusivement retrouvée dans la maladie d’Alzheimer :
de nombreuses pathologies neurologiques, appelées tauopathies, de présentations cliniques et
neuropathologiques différentes, présentent ce type de lésions avec la présence de Tau [11]. Il
existe d’ailleurs des spécificités des isoformes et des sites phosphorylés caractéristiques de

certaines pathologies ce qui peut permettre le diagnostic différentiel de maladie d’Alzheimer
(Eigure 8).

74 13— || .
69 B - I s
64 - 17 | ] C I
60 B> .—
Degenerescence n .
. Dystrophle
Maladie Maladie de °°”'°°b|as‘i"e et myotonique
d'Alzheimer Pick paralysie de
supranuclealre Steinert

progressive

Figure 8 : Profil électrophorétique des différents isoformes de la protéine Tau et leur
association a certaines pathologies [12].

Les 6 isoformes hyperphosphorylées s’agrégent dans la maladie d’Alzheimer et présentent un profil
électrophorétique de type triplet. Seules les isoformes E10- s’agrégent dans la maladie de Pick et inversement,
les isoformes E10+ sont retrouvées dans la paralysie supranucléaire progressive. Pour la dystrophie myotonique
de Steinert, les isoformes avec les séquences codées par les exons 2 et 3 (E2,E3) ne sont pas exprimées.

Dans la maladie d’Alzheimer, la protéine Tau s’accumule dans le neurone, au niveau
du corps cellulaire, ou elle constitue la DNF mais également dans les prolongements

axoniques ou elle forme ainsi la couronne de la plaque sénile [3].

3.3.3. Conséquences cliniques

La plaque sénile est le marqueur spécifique de la maladie d’Alzheimer post mortem et
reflete la présence des 2 processus dégénératifs simultanés [12] :
- la cascade amyloide
- P’accumulation des DNF
La prévalence des lésions augmente avec I’age mais la chronologie d’apparition n’est
pas la méme ; les DNF semblent précéder I’apparition des plaques amyloides : les DNF
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atteignent 50% de la population des I’age de 47 ans tandis qu’il faut attendre 74 ans pour
atteindre la méme prévalence des plaques amyloides [3]. Néanmoins, il existe certainement
des anomalies du metabolisme d’APP et des atteintes liées a la synaptotoxicité des oligomeres
solubles de peptides AP bien avant I’apparition des plaques [43]. L’hypothése basée sur des
modeéles animaux suggére que la pathologie Tau soit stimulée par le dysfonctionnement
d’APP puis que la combinaison des 2 processus accélére la dégénérescence [41].

La topographie des 2 types de lésions n’est pas non plus superposable dans I’espace :
I’accumulation intracellulaire de protéine Tau et extracellulaire de peptide fAne se produit
pas simultanément dans les mémes régions du cerveau. Les dépdts de peptide AR sont diffus,
méme dans les formes peu séveres de la maladie. De plus, il n’existe pas de corrélation entre
I’étendue des plaques et la sévérité des atteintes [43]. Par contre, il existe un ordre
topographique particulier et stéréotypé dans la chronologie de la progression des DNF qui est
corrélé a la chronologie des signes cognitifs et constitue les stades de Braak et Braak,
1991 [51]. Les lésions apparaissent tout d’abord au niveau du lobe temporal et de
I’hippocampe, expliquant les troubles de la mémoire inauguraux dans la maladie bien que ces
Iésions soient également décrites au cours du vieillissement cérébral normal. Puis, les Iésions
s’étendent vers les aires frontales et cingulaires, et enfin atteignent les aires associatives,
expliquant cliniqguement les troubles du langage, des praxies ou des gnosies. Cette sequence
spatio-temporelle des DNF a été caractérisee par Duyckaerts en 10 stades : les stades S1 a S3
sont présents au cours du vieillissement physiologique, les stades S3 a S6 correspondent aux
MCI, tandis qu’a partir du stade S7 touchant les aires associatives, les signes cliniques de la
maladie sont trés marqués [51] (Figure 9). Sur le plan clinique, la régularité de cette

progression peut servir a évaluer le stade de la maladie [2].
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Figure 9 : Localisation et chronologie des zones affectées par les dégénérescences
neurofibrillaires [52].

Si les 2 processus spécifiques (amyloidogenése et DNF) sont les éléments
fondamentalement liés a la maladie, ce sont principalement les Iésions non spécifiques (pertes
neuronales et synaptiques) qui sont responsables de la symptomatologie de la maladie. En
effet, 50% des cerveaux de sujets ages de 75 ans présentent des plaques seniles tandis qu’il
faut attendre 85 ans pour que la prévalence de la maladie d’Alzheimer atteigne 50% [53]. Ces
observations soutiennent le concept de phase préclinique latente durant laquelle les lésions

s’installent a bas bruit pendant plusieurs années.

4. Diagnhostic

La démarche diagnostique classique de la maladie d’Alzheimer consiste tout d’abord a
mettre en évidence un syndrome démentiel selon les critéeres du DSM-IV-TR (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders) [1]. Ensuite, il convient de rechercher une étiologie a

cette démence. Il y a encore quelques années, le diagnostic de maladie d’Alzheimer reposait

48



sur les criteres du NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurlogical Disorders and Stroke
— Association Internationale pour la Recherche et I’Enseignement en Neurosciences) publiés
en 1984 par McKhann (Annexe 2) [54]. D’apres les études, ces critéres ont une sensibilité
globalement satisfaisante de 81% mais une spécificité faible de I’ordre de 70% pour le
diagnostic de maladie d’Alzheimer « probable » avec confirmation post mortem [55]. Un
diagnostic « possible » est reconnu avec plus de sensibilité (93%) mais moins de spécificité
(48%) [42].

A I’heure actuelle, ces critéres anciens tendent a étre remplacés en pratique courante
par les nouveaux criteres de Dubois [35] visant & permettre I’identification d’un malade
d’Alzheimer quel que soit son stade, avant le seuil de démence (Annexe 3) [56]. D’apres ces
nouveaux criteres, le diagnostic de maladie d’Alzheimer est dit probable, s’il existe une
atteinte clinique comportant une amnésie épisodique caractéristique d’une atteinte temporale
interne et au moins un des critéres suivants :

- une atrophie des structures temporales : atrophie hippocampique, entorhinale ou

amygdalienne mise en évidence en IRM, par échelle visuelle qualitative ou par

volumétrie quantitative, en référence a des sujets témoins du méme age.

- une modification du taux des biomarqueurs dans le LCR : diminution du peptide

AP4; et augmentation de la protéine Tau totale et de phosphoTau.

- un profil métabolique spécifique a la tomographie par émissions de positons (TEP) :

diminution du métabolisme du glucose dans les régions tempopariétales bilatérales ou

toute autre anomalie de distribution de ligand validé dans I’avenir ou une
hypoperfusion dans ces mémes régions mise en évidence par spectroscopie
monophotonique (SPECT), globalement de performance inférieure au TEP (moins

précoce) mais plus disponible [55].

Ces criteres ne sont pas encore validés et doivent étre considérés comme des critéres
de recherche [35] mais ils prouvent que le diagnostic et I’entité méme de la maladie
d’Alzheimer sont en train de changer [28].

A ce jour, c’est I’étude histologique des coupes de cerveau qui établit le diagnostic de
certitude mais il n’est jamais réalisé de biopsies cérébrales de leur vivant chez les patients.
Cette information n’est possible que post mortem et permet parfois de préciser ou de rectifier
un diagnostic antérieur insuffisant ou erroné [57].

En pratique médicale courante, un faisceau d’arguments peut tout de méme faire

fortement suspecter le diagnostic mais il reste un diagnostic probabiliste et parfois difficile.
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Ce faisceau d’arguments comprend des données cliniques, neuropsychologiques,

radiologiques et biologiques.

4.1. La clinique

Le diagnostic de syndrome dementiel est clinique. Cette étape fondamentale repose sur
un interrogatoire rigoureux et un examen clinique complet et peut étre réalisé par un
professionnel de santé, psychiatre, neurologue ou gériatre, dés lors que le patient lui-méme ou
son entourage se plaint d’une modification récente de sa cognition [58].

L’entretien médical du patient, accompagné par un proche, permet de faire préciser les
caractéristiques des symptdmes et leurs ressentis par le patient lui-méme et par I’entourage.
Outre les antécédents médicaux, personnels et familiaux, une éventuelle consommation de
toxiques, le niveau d’éducation et I’activité professionnelle, il est important d’apprécier
I’environnement social et familial proche du patient, pour optimiser la prise en charge
ultérieure. L’histoire de la maladie est reconstituée par le patient a I’aide de I’accompagnant
en précisant bien la chronologie des manifestations.

Cliniquement, c’est tout d’abord le diagnostic d’un syndrome démentiel qui comprend
la mise en évidence de troubles de la mémoire associés a des perturbations d’au moins une
autre fonction cognitive (langage, praxie, gnosie, fonctions exécutives) suffisamment severes
pour retentir sur les activités de la vie quotidienne. Les symptdmes évoquant une détérioration
intellectuelle de chacune de ces fonctions doivent donc étre évalués, en recherchant le début et
I’évolution des troubles [59].

- L’évaluation de la mémoire est une étape indispensable au diagnostic. Dans un
premier temps, différentes échelles permettent d’évaluer la mémoire globale du patient. Des
instruments de mesure spécifiques des sous-systéemes de mémoire sont utilisés dans un second
temps, lorsqu’une orientation diagnostique est deja envisagée [60]. Dans la maladie
d’Alzheimer, les désordres mnesiques, généralement initiaux, affectent en priorité la mémoire
des faits récents : c’est la mémoire dite épisodique, celle concernant les événements récents
inscrits dans le temps et dans I’espace, qui est précocement touchée [11]. Cette composante
épisodique est également caractérisée par des difficultés de fixation d’informations nouvelles,
surtout liees a un contexte spatiotemporel précis [61]. La capacité d’apprentissage est de plus

en plus réduite. Le stade de MCI amnésique peut étre évoqué en I’absence de remémoration
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secondaire, méme apres un indicage permettant de faciliter le rappel. C’est ce qui caractérise
le profil mnésique de type « hippocampique », évocateur d’une atteinte limbique.

- L’aphasie se caractérise fréquemment par un manque du mot, devenant de plus en
plus fréquent dans les conversations du patient, souvent sans que lui-méme ne s’en rende
compte. Les troubles du langage touchent environ un tiers des cas au début de la maladie et la
quasi-totalité des patients au stade de démence avancée [42].

- Les praxies, capacités a realiser des gestes plus ou moins complexes, se jugent en
I’absence de tout déficit sensitivo-moteur quelqu’en soit I’origine. Les troubles praxiques
retentissent souvent séverement sur I’autonomie du patient. L apraxie constructrice est la plus
constante dans la maladie d’Alzheimer et se manifeste par des difficultés a I’écriture et au
dessin [42].

- L’agnosie est I’incapacité a reconnaitre et a identifier un objet ou une personne avec
I’un des cing sens, en dehors de tout déficit sensitif. Lorsque I’agnosie s’associe avec d’autres
troubles des fonctions supérieures notamment du langage, il est difficile de I’identifier. Ces
troubles nécessitent souvent des mesures de protection dans la pratique de certaines activités
telles que la conduite automobile ou la gestion financiére [42].

- Les fonctions exécutives préservent la cohérence cognitive de I’individu. Elles
regroupent I’ensemble des fonctions supérieures qui sont impliquées dans le contrdle de
I’action et la réalisation de comportement dirigé vers un but et permettent I’adaptation a des
situations non routiniéres. Le syndrome dysexécutif est défini par I’impossibilité de réaliser
des tdches complexes non automatisées. Les capacités de raisonnement et de jugement sont
également touchées.

- Les troubles de I’orientation temporo-spatiale sont souvent précoces et remarqués
par I’entourage. Les patients eux-mémes ont parfois tendance a les negliger.

- Les troubles psychiques et comportementaux sont fréquents. Des comportements
passifs ou négatifs a type d’apathie sont fréquents et peuvent étre confondus avec une
dépression. Les modifications de la personnalité et les troubles du comportement a type
d’agitation voire d’agressivité apparaissent plus tardivement dans I’évolution de la maladie
[42].

Il est recommandé d’effectuer une évaluation globale des fonctions cognitives de
maniere standardisee : le test le plus utilisé est le Mini Mental Status Examination (MMSE)
(Annexe 4) [59]. Le principal intérét de ce test est sa standardisation car son interprétation est

délicate et dépend de nombreux paramétres comme I’age, le niveau socio-culturel, I’état
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affectif et le niveau de vigilance des patients, entre autres, qui doivent donc étre pris en
considération. D’autres tests dits de débrouillage sont utilisés : les 5 mots de Dubois, le test de
I’horloge, la BREF (Batterie Rapide d’Evaluation Frontale) mais il n’existe pas d’accord
professionnel concernant le choix de ces tests [59]. Le dépistage par le clinicien permet ainsi
d’établir une cartographie des troubles qui seront secondairement confirmés et quantifiés par

le neuropsychologue lors de son bilan.

Une modification avec I’état antérieur du patient atteste de la nouveauté des troubles et
leur progression doit étre rigoureusement notée. Cela permet de faire le diagnostic différentiel
avec un syndrome confusionnel, épisode plut6t aigu et associé a de nombreuses fluctuations.
L’ensemble des troubles doit avoir un retentissement sur les activités socio-professionnelles
du patient. 1l existe des criteres permettant de quantifier ce retentissement : la plus connue est
I’échelle IADL (Instrumental Activities of Daily Living) évaluant 4 items: I’utilisation du

téléphone, des transports, la prise de médicaments et la gestion du budget (Annexe 5).

Le clinicien doit ensuite apprécier I’état général du patient et rechercher la présence de
comorbidités souvent associéescomme la  dépression, I’anxiété, les maladies
cardiovasculaires, la dénutrition, I’insuffisance rénale ou les troubles du sommeil. L’examen
clinique neurologique et somatique reste longtemps normal dans la maladie d’Alzheimer.
L’absence de maladie cérébrale ou systémique sous-jacente pouvant expliquer les troubles
écarte le diagnostic différentiel.

Les premiers symptémes de la maladie sont classiquement des troubles de la mémoire
épisodique verbale, une désorientation spatiotemporelle, des troubles attentionnels et
dyséxeécutifs, des troubles du langage a type de manque du mot. Peuvent apparaitre, dans les
suites de la maladie, des troubles du comportement a type d’agitation, d’anxiété avec
hallucinations ou de dépressions [4].

L’enjeu actuel est de poser le diagnostic le plus précocement possible, avant le stade
démentiel ; I’examen clinique par un praticien averti garde une place prépondérante et permet

souvent d’établir un diagnostic fiable qui sera ensuite confirmé par les examens paracliniques.

4.2. Le bilan neuropsychologigue
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Un examen neuropsychologique est essentiel dans la démarche diagnostique et
comporte de nombreux tests et évaluations [59]. Ces outils permettent de mettre en évidence
précisément et de quantifier les troubles cognitifs et comportementaux et participent au
diagnostic différentiel de la maladie d’Alzheimer. 1l convient, pour appréhender ces tests, de
bien comprendre les étapes classiques de la mémorisation : I’encodage, le stockage et la

récupération.

ENCODAGE » STOCKAGE > RECUPERATION

——————p

Atteinte
hippocampique

Atteinte exécutive de la
meémoire

Figure 10 : Les étapes de la mémorisation [62].

Afin d’apprécier I’atteinte hippocampique touchant I’étape de stockage (Figure 10), le
neuropsychologue utilise des tests comportant, par exemple, une mémorisation d’un certain
nombre de mots associés a une catégorie ; le patient doit par la suite, se remémorer un
maximum de mots, d’abord sans aide, le rappel libre, puis pour ceux manquants, avec I’aide
de la catégorie donnée par I’examinateur, le rappel indicé. C’est le RL/RI-16 items, eégalement
appelé Test de Grober et Buschke (Van der Linden, 2004). Ce test permet de controler les
étapes d’encodage et de récupération afin d’isoler I’étape de stockage, défaillante dans la
maladie d’Alzheimer. Le trouble de mémoire de rappel non amélioré par I’indicage a une
grande valeur dans le diagnostic de la maladie. Il existe d’autres tests utilisés par les
neuropsychologues ; citons simplement le DMS-48 et le R1-48 items.

Ainsi, dans la maladie d’Alzheimer, le syndrome amnésique avec atteinte
hippocampique est caractérisé par :

- un deficit du rappel libre malgré un encodage controle

- une inefficacité de I’indicage ou atteinte de la reconnaissance témoignant d’un

défaut de stockage
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- de nombreuses intrusions

L’examen neuropsychologique permet dans un second temps de rechercher des signes
cognitifs associés autres que les troubles mnésiques. Différents instruments aident a
I’évaluation des fonctions cognitives : des tests (ou échelles), validés par tranches d’age des
patients, explorent les différents champs de la cognition de maniére standardisée et donnent
rapidement une idée globale des perturbations cognitives du sujet au clinicien [63]. Il existe
de nombreux autres tests permettant d’affiner I’ensemble des troubles du patient et apportant
une aide précieuse au medecin lors du diagnostic [62].

Si I’évaluation neuropsychologique est primordiale a I’étape du diagnostic, sa
poursuite tout au long de I’évolution de la maladie permet d’adapter la prise en charge globale
du patient et de son entourage. Le principal intérét d’un traitement est de ralentir I’évolution
voire méme de guérir les troubles cognitifs ; la neuropsychologie est aujourd’hui le meilleur

outil d’évaluation de I’effet d’une molécule.

4.3. L’ Imagerie

Un examen de neuro-imagerie doit étre systématique [59] : idéalement, une IRM
encéphalique (scanner en cas de contre-indication) est réalisée lors de I’exploration initiale
d’un patient présentant des troubles mnésiques. L’imagerie a principalement un role
d’exclusion d’une autre étiologie a la démence : hypertension intracranienne quelque soit sa
cause, lésions vasculaires, tumeur [4]. Néanmoins, elle peut également aider au diagnostic
différentiel des étiologies des démences dégénératives et représente donc un critére
diagnostique essentiel. Les séquences requises sont une coupe coronale en haute résolution T1
perpendiculaire au grand axe de I’hippocampe pour rechercher I’atrophie et notamment
I’atrophie temporale mésiale, une coupe coronale ou axiale T2 ou Flair, pour évaluer le
parenchyme et tout particulierement les lésions vasculaires et la leucoaraiose, les coupes T2*
en écho de gradient a la recherche de microsaignements appelés aussi microbleeds et enfin
une coupe en diffusion a la recherche de séquelles d’accident vasculaire cérébral ischémique
récent. L’avantage de I’IRM par rapport au scanner en matiére d’imagerie cérébrale n’est plus
a demontrer. Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, I’analyse fine des lobes temporaux et
plus particulierement des régions hippocampiques possible en IRM sur des coupes coronales

corrobore encore ce fait.
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L’imagerie morphologique du cerveau d’un malade d’Alzheimer montre
principalement un élargissement global des sillons, signe assez tardif dans I’évolution de la
maladie. Cette atrophie pathologique est quantifiable plus précocement par [I’analyse
volumique en acquisition 3D sur les régions temporales. Cette technique reste peu utilisée :
elle est trés chronophage puisqu’elle nécessite un contourage manuel des zones d’intéréts
pour le calcul volumique et est sujette a d’importantes variations interindividuelles de taille de
cerveau [64]. De plus, il est difficile d’apprécier, dans les stades précoces, la part de la perte
volumique dite physiologique, liée a I’age, d’une véritable atrophie pathologique qui survient
plus tardivement. Le signe morphologique le plus caractéristique est I’atrophie
hippocampique, généralement absent lors du vieillissement normal [65]. 1l convient donc au
radiologue de distinguer I’atrophie liée a I’age, globale, de I’atrophie des patients Alzheimer
touchant en priorité les régions temporales internes. Il peut étre intéressant d’évaluer la
progression dans le temps de la perte de volume chez un méme patient, nécessitant un suivi
régulier [2]. L’ imagerie morphologique fait partie des nouveaux criteres diagnostiques de la
maladie de Dubois [35]. Cependant, dans la révision 2010 de ces critéres, les auteurs ont
hiérarchise la place de I’imagerie morphologique : plus tardive et moins specifique, I’IRM est
plus utile lorsque les troubles cognitifs commencent a se manifester [28].

Des techniques d’IRM de perfusion, évaluant le débit sanguin cérébral, semblent
montrer une diminution du volume sanguin cérébral dans les régions temporopariétales des
sujets atteints de maladie d’Alzheimer. Ce signe permet notamment de différentier la maladie
d’Alzheimer de la DFT [37]. De méme, I’'IRM de diffusion, étudiant les mouvements des

molécules d’eau libre, retrouve des anomalies dans les lobes temporaux des malades [64].

Des examens d’imagerie fonctionnelle (scintigraphie cérébrale de perfusion et
tomoscintigraphie d’émission monophotonique cérébrale) peuvent préciser le diagnostic de
démence. A I’aide de radiotraceurs isotopiques de type ECD (éthylcystéinate dimére) ou
HMPAO (hexaméthylpropyléneamine oxime), la scintigraphie cérébrale de perfusion montre
une réduction de perfusion dans les régions pariétotemporales et le PET scan encéphalique au
FDG (fluorodésoxyglucose) met en évidence un hypométablosime dans ces mémes régions
mais plus précocement [55]. Ces examens permettent, entre autres, de différencier la maladie
d’Alzheimer de la DFT touchant plus volontiers les régions frontales et préfrontales [2]. De
plus, il semble qu’il existe dans la maladie d’Alzheimer des mécanismes compensatoires

entrainant une augmentation des activations situées dans le cortex frontal [65].
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Actuellement, ces examens d’imagerie fonctionnelle ne sont pas recommandés dans le
diagnostic positif de maladie d’Alzheimer mais peuvent avoir un intérét dans les cas
atypiques [65] et font donc partie des nouveaux criteres de la maladie [35].

Des techniques de tomographie avec traceur amyloide (PIB ou composé B de
Pittsburg) permettent d’apprécier la localisation et I’étendue des plaques amyloides dans le
cerveau [53]. La fixation de PIB chez les patients atteints de MCI semble corrélée avec le
risque de conversion en maladie d’Alzheimer [66]. Cet examen semble étre I’examen
d’imagerie le plus précoce du processus neuropathologique mais n’est pas encore disponible

en pratique clinique a I’heure actuelle.

4.4. 1 a biologie

Les examens biologiques ont pour but, dans un premier temps, de rechercher une
cause curable autre que dégenérative ou un facteur aggravant a la démence. Un bilan classique
est souvent prescrit: TSH, hémogramme, ionogramme avec calcémie, glycémie,
albuminémie, évaluation de la fonction rénale et de facon non systématique : sérologie VIH,
dosage de la vitamine B12 et de folates, TPHA-VDRL, sérologie de la maladie de Lyme,
bilan hépatique. La ponction lombaire (PL) est indiquée en fonction du contexte clinique
notamment pour la recherche d’un processus infectieux ou dans les cas de présentation

clinique atypique inquiétante et/ou rapidement évolutive, notamment chez le sujet jeune [59].

Actuellement, les biomarqueurs ne sont pas inclus dans la démarche diagnostique des
formes classiques. Néanmoins, en cas de doute diagnostique, dans les formes frustres,
notamment chez les patients jeunes, ’HAS recommande de pratiquer un dosage de peptide
AP, des protéines Tau et Phospho-Tau [59]. Le profil biologique évocateur d’une maladie
d’Alzheimer associe une diminution du peptide AP42, Une augmentation de la protéine Tau
(proportionnelle a la dégénérescence neuronale) et une augmentation de pTau (signe d’une
hyperphosphorylation). Ces anomalies orientent vers une maladie d’Alzheimer [67].

En pratique clinique courante, la PL pour le dosage des biomarqueurs est réalisée dans
les formes atypiques et chez les patients jeunes afin d’avoir un argument supplémentaire pour
affirmer ou infirmer le diagnostic de maladie d’Alzheimer. Le dosage est également précieux
pour le diagnostic de maladie de Creutzfeldt-Jakob et le diagnostic de démence mixte ou
d’hydrocéphalie a pression normale. Dans les stades précoces, lorsque le patient présente une
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simple plainte mnésique avec un bilan neuropsychologique non contributif, les marqueurs
aident a I’orientation diagnostique et au suivi ultérieur. La ponction est également realisée des

lors qu’il y a une remise en cause d’un diagnostic de demence déja établi.

4.5. Diagnostic différentiel

Le probleme du diagnostic différentiel dans les demences est majeur : aprés avoir
identifié le syndrome démentiel, il convient de I’étiqueter et malgré les connaissances des
différentes pathologies, ce n’est pas toujours évident. Toutes ces pathologies peuvent se
révéler sur un mode clinique atypique ; parfois seule I’évolution permet de rétablir le
diagnostic. L’intérét des marqueurs est de diagnostiquer correctement et précocement des les

premiers signes cliniques, qu’ils soient typigues ou non.

Maladie a corps de Lewy

La MCL, qui représente la 2°™ cause de démence d’origine dégénérative chez le sujet
agé [2], est caractérisée par la présence d’inclusions intraneuronales d’a-synucléine appelées
corps de Lewy. Les critéres diagnostiques de la MCL ont récemment été réactualisés par Mc
Keith en 2005 (Annexe 6). Cliniqguement, cette démence se caractérise par des fluctuations des
troubles cognitifs prédominant sur les fonctions exécutives et visuospatiales, des
hallucinations précoces le plus souvent visuelles et un syndrome parkinsonien [4]. De plus, il
est freguemment retrouvé d’autres signes évocateurs : chutes a repétition, malaise ou perte de
connaissance, agitation nocturne pendant les phases de sommeil paradoxal, syndrome
dépressif [4]. Une hypersensibilité aux neuroleptiques interdit I’utilisation de la plupart de ces
médicaments dans cette pathologie. La particularité neuropathologique est la présence de
corps de Lewy, inclusions intracellulaires dans le cortex cérébral et les noyaux gris [2]. Ces
inclusions sont constituées de filaments d’ -Synucléine, protéine cytoplasmique
intracérébrale soluble dont le rdle n’est pas encore élucidé [68]. Parfois, il est également
retrouvé des lésions neuropathologiques de la maladie d’Alzheimer: plaques séniles et
dégenérescences neurofibrillaires, de méme que I’on peut retrouver des corps de Lewy chez
les patients atteints de la maladie d’Alzheimer [69]. L’imagerie morphologique n’apporte pas
beaucoup d’aide au diagnostic : elle se caractérise par une atrophie moins sévére que dans la

maladie d’Alzheimer [4]. Par contre, en imagerie fonctionnelle, on remarque un
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hypométabolisme diffus avec réduction marquée dans le cortex associatif postérieur parfois
associé a un hypomeétabolisme touchant le cortex visuel primaire et associatif occipital [2]. Au
Dat-Scan, on observe un déficit dopaminergique du striatum [4]. Une polysomnographie a la
recherche d’un syndrome de troubles du sommeil paradoxal peut également étre envisagée
[59].

La démence associée a la maladie de Parkinson est difficile a discerner de la MCL. Il
n’y a d’ailleurs pas de différence anatomopathologique fondamentale entre les 2 maladies [2].
La séparation entre ces 2 types de démences reste aujourd’hui arbitraire. C’est la chronologie
des troubles qui permettra dans la plupart des cas de corriger le diagnostic : on parle de MCL
en cas de démence survenant dans les deux premieres années d’évolution et de démence de la
maladie de Parkinson dans les autres cas [59]. 30% des patients atteints de maladie de

Parkinson présentent une démence au cours de I’évolution de leur pathologie.

Démence vasculaire

Le diagnostic de démence vasculaire s’appuie sur l’association de symptomes et
signes neurologiques focaux et de maladies vasculaires affectant le cerveau [2]. C’est la 2tme
cause de démence, apres les démences d’origine dégénérative. Les criteres diagnostiques
recommandés sont ceux du NINDS AIREN (National Institute of Neurological Disorders and
Stroke and Association Internationale pour la Recherché et I'Enseignement). Cliniquement,
c’est la chronologie d’apparition des troubles qui est marquante : apparition ou aggravation
brutale des troubles cognitifs au décours d’un AVC et évolution en marches d’escaliers, par a-
coups. Parfois, I’évolution peut étre plus progressive et insidieuse en cas de lacunes multiples
ou de leucoaraiose confluente [4]. Le score d’Hachinski permet de différencier les démences
vasculaires des démences dégénératives a partir de données cliniques (Annexe 7). L’ imagerie
apporte une grande aide en témoignant de la présence de lésions cérébrales vasculaires, bien
mises en evidence a I’IRM ; cependant il n’est pas évident d’affirmer avec certitude le
caractére contributif ou non des lésions a la démence [2]. L’élément déterminant du
diagnostic est le lien chronologique entre I’évolution des lésions vasculaires cérébrales et
celle des troubles cognitifs. La démence vasculaire pure est rare mais il important d’en faire le
diagnostic rapidement car son pronostic et sa prise en charge différent nettement de la maladie
d’Alzheimer. Par contre, chez le sujet agé, la démence mixte, associant des lésions

cerébrovasculaires et neurodégéneratives est tres fréquente. D’aprés de la Torre et al. (2002),
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I’association de lésions de maladie d’Alzheimer et de maladies cérébrovasculaires atteint 30 a
40% des autopsies [70].

Dégenérescence lobaires frontotemporales

Les dégénérescences lobaires frontotemporales (DLFT) sont de 3 types :
- la démence frontotemporale (DFT) ou forme comportementale
- la démence semantique

- I’aphasie primaire progressive

Elles sont plus fréquentes chez les sujets de moins de 65 ans et souvent d’origine
familiale (40% des cas), pouvant nécessiter le recours a une consultation de génétique [59].
Le diagnostic de ce groupe hétérogéne de démences est porté sur I’entretien
neuropsychologique centré sur les fonctions exécutives, I’évaluation comportementale et le
langage. L’imagerie morphologique et surtout fonctionnelle sont également utiles.

La plus fréquente, la DFT est considérée comme la 3*™ cause de démence
neurodégénérative [2]. Les critéres diagnostiques les plus récents sont ceux de Neary et al.
(1998) (Annexe 8) [71]. C’est la précocité des troubles du comportement par rapport aux
troubles cognitifs qui fait suspecter le diagnostic. Ces troubles du comportement, souvent au
premier plan, se manifestent par des troubles du contrdle de soi, une désinhibition avec
irritabilité, des troubles du contr6le des émotions, une instabilité motrice, une incurie et une
apathie avec désintérét social [4]. Il y a dans 90% des cas une modification des habitudes
alimentaires et orales: tabagisme et alcoolisation excessif, grignotage, pouvant
s’accompagner par une prise de poids [72]. Les troubles cognitifs, souvent relégués au second
plan, sont caractérisés par une réduction du langage, des persévérations ou des stéréotypies,
puis par les signes d’une atteinte des régions frontales : troubles de la planification ou de la
prise de décision, collectionnisme, comportements d’utilisation et d’imitation. L’évolution est
progressive et dure en moyenne 8 ans : le patient devient amimique, hypertonique et
totalement apragmatique avec incontinence urinaire et fécale. L’imagerie morphologique est
d’une grande aide et montre une atrophie lobaire, frontale et temporale antérieure bilatérale
marquée. Parfois absente au stade initial, on constate a I’imagerie fonctionnelle une

hypoperfusion des lobes frontaux et temporaux le plus souvent bilatérale [2].
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La démence sémantique s’explique sur le plan cognitif par une atteinte longtemps
isolée de la mémoire sémantique, c’est-a-dire des connaissances générales partagées par tout
individu vivant dans une méme sociéte, en particulier les connaissances sur la langue [2]. Le
tableau clinique associe une perte progressive de la signification des mots, de la
reconnaissance des visages ou des objets [4]. Peuvent s’ajouter des troubles du comportement
avec I’aggravation des troubles caractérisé notamment par un égocentrisme. Les patients sont
souvent conscients de leurs troubles et consultent de leur propre initiative [72]. L’imagerie
rapporte une atrophie le plus souvent asymétrique, prédominante a gauche, dans la partie

antéroinférieure des lobes temporaux.

Une réduction progressive et isolée de I’expression orale spontanée avec un manque
du mot ou une anarthrie évoque une forme aphasique : I’aphasie primaire progressive est
intégrée dans les DLFT. La compréhension du mot et les connaissances semantiques s’y
rattachant sont préservées. Durant I’évolution, apparaissent des troubles de la lecture et de
I’écriture puis les troubles cognitifs s’aggravent : mutisme, atteintes des fonctions exécutives
et troubles du comportement [4]. Le diagnostic peut étre portée si la détérioration progressive
du langage est isolée pendant au moins 2 ans [2]. Une atrophie périsylvienne de I’hémisphére
gauche apparait progressivement ainsi qu’une réduction du métabolisme dans les mémes

régions a I’imagerie.

Dégénérescence corticobasale

Il s’agit d’une forme rare de démence dégénerative, définie par des lésions touchant
les noyaux gris centraux et le cortex, le plus souvent dans les régions pariétales ou frontales.
Elle associe un trouble du mouvement et un syndrome parkinsonien asymétrique [4]. Des
difficultés dans la programmation des gestes et des mouvements échappant a la volonté
inaugurent la maladie. Les formes latéralisées représentent 50% des cas. Rapidement, s’y
associe une détérioration cognitive touchant les fonctions exécutives. L’existence de
nombreuses formes sémiologiques rend le diagnostic difficile. Il peut étre observé une
héminégligence spatiale ainsi que des troubles du langage de type aphasie progressive. Il
n’existe pas de criteres diagnostiques validés [73]. A I’imagerie, il est parfois retrouvé une
atrophie focale pariétale ou pariétofrontale. L’imagerie fonctionnelle apporte une aide
lorsqu’elle montre une asymétrie de perfusion aux dépens des régions cliniqguement touchées,

cortex frontal postérieur et pariétal [2].
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Paralysie supranucléaire progressive

Egalement appelée maladie de Steele Richardson Olszewski, la paralysie
supranucléaire progressive est définie par les criteres diagnostiques du NINDS de 1996
(Annexe 9). Elle se caractérise par une ophtalmoplégie supranucléaire avec atteinte des
mouvements oculaires conjugués vers le bas et une instabilité posturale compliquée de chutes
inexpliquées. Le tableau cliniqgue complet apparait en moyenne 4 ans aprés les premiers
signes : déséquilibre, troubles visuels a type de vision floue et troubles psychiques
(dépression, labilité émotionnelle, apathie, modification de la personnalité et plainte
mneésique). La phase d’état associe des troubles oculomoteurs, un syndrome extrapyramidal et
une demence [74]. L’imagerie morphologique retrouve une atrophie caractéristique du
mésencéphale et de la partie supérieure de la lame quadrijumelle tandis qu’il existe assez
précocement un hypométabolisme frontal, prédominant dans les régions motrices et

prémotrices [74].

Formes focales de maladie d’Alzheimer

Les variantes focales de la maladie d’Alzheimer regroupent un ensemble hétérogene
de symptomatologie ou prédomine un tableau clinique se rattachant a une région anatomique
ou un systéeme fonctionnel. Le syndrome d’atrophie focale postérieure, ou syndrome de
Benson, associe des troubles visuels associatifs, visuoperceptuels et visuospatiaux en présence
d’une fonction visuelle primaire intacte [75]. Des troubles de la lecture et de I’écriture, du
calcul et du langage enrichissent la symptomatologie et sont présent parfois dés le debut.
L’imagerie, surtout métabolique, note une atrophie occipito-temporo-pariétale épargnant le
plus souvent les régions frontales et mésiotemporales. Il existe des formes asymétriques, plus
fréguemment a prédominance gauche. Toutes les formes touchant une fonction cognitive
particuliére peuvent se voir : agraphie progressive, acalculie progressive, agnosie progressive,
prosopagnosie progressive, hémianopsie progressive, apraxie progressive [75]. Ces tableaux
cliniques se chevauchent bien souvent entre eux. La topographie focale, symétrique ou

asymeétrique, intéressant un réseau fonctionnel est caractéristique de ces formes focales.

Maladie de Creutzfeldt-Jakob
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La forme sporadique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, qui touche chaque année
environ une personne par million d’habitants en France, réalise une démence a évolution tres
rapide. Le déeceés survient habituellement 6 a 8 mois apres I’apparition des premiers signes.
Outre, I’atteinte cognitive sévere, progressant sur quelques semaines, le tableau associe des
troubles neurologiques précoces a type de myoclonies et de crises convulsives. Le diagnostic
nécessite un EEG, une IRM et une PL avec dosage de la protéine 14-3-3 et de la protéine Tau

2.

Les processus physiopathologiques de ces démences dites non curables ne sont pas les
mémes : le tableau suivant classe les démences dégénératives en fonction de la protéine

incriminée (Tableau VII).

Pathologie Mécanisme
Maladie d’Alzheimer Tauopathie + Amyloidopathie
Maladie a corps de Lewy Synucléinopathie

Certaines démences lobaires ) o )
Tauopathie, ubiquitinopathie
frontotemporales

Paralysie supranucléaire progressive Tauopathie

Dégénérescence corticobasale Tauopathie

Tableau VI : Protéine incriminée en fonction des différentes démences dégénératives.

4.6. Conclusion

Il est clairement établi que la maladie d’Alzheimer est actuellement sous
diagnostiquée en France. Seule la moitié des patients serait aujourd’hui identifiée [61]. De
plus, les patients diagnostiqués le sont a des stades beaucoup trop tardifs [3]. Un des
principaux freins au diagnostic est justement I’absence de marqueurs fiables et précoces de la
maladie.

Aujourd’hui encore, I’identification de la maladie repose forcément sur I’apparition du
syndrome démentiel. Hors, a ce stade clinque, la maladie est certainement trop avancée sur le
plan physiopathologique pour optimiser la prise en charge. De plus, il n’existe pas de criteres
de certitude de conversion des formes prodromales ou prédémentielles, dites MCI vers une

maladie d’Alzheimer.
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Ce diagnostic tardif provient en partie du fait que les critéres diagnostiques classiques
(NINCDS-ADRDA) ne prennent pas en compte les derniéres avancées scientifiques. C’est
pourquoi de nouveaux critéres, utilisant les nouveaux marqueurs comme la biologie et
I’imagerie, ont été proposés par Dubois et al. en 2007 et 2010, permettant un diagnostic au
stade prédémentiel [28, 35]. Un des principaux objectifs des recherches actuelles est de
développer et d’évaluer de nouveaux biomarqueurs suffisamment robustes pour permettre le
diagnostic le plus précocement possible mais aussi d’apporter des informations quant a
I’évolution de la maladie et sa sévérité ainsi que sur I’éfficacité des traitements en essais
cliniques. Ces marqueurs représenteraient également des outils particuliérement intéressants

pour améliorer le recrutement des patients dans les essais cliniques.

5. Traitements

La prise en charge des malades, résolument pluridisciplinaire, comprend une prise en
charge médicamenteuse et une prise en charge non medicamenteuse. Le but pour le patient
étant de retarder la progression des troubles cognitifs et comportementaux, de prolonger son
autonomie et d’améliorer sa qualité de vie tout en maintenant son maintien a domicile.
Actuellement, les seules thérapeutiques disponibles, en dehors des traitements des pathologies
associees, se resument en 2 types de médicaments : les inhibiteurs de I’acétylcholine estérase
et un antagoniste des récepteurs du glutamate, la mémantine, tout deux uniquement
symptomatiques. Les molécules non spécifiques de type anti-inflammatoires,
antihypertenseurs et vasodilatateurs ne sont pas recommandées dans le traitement de la
maladie d’Alzheimer en raison de I’absence de preuve de leur efficacité et d’effets
indésirables significatifs [76].

Les inhibiteurs de I’acétylcholinestérase sont indiqués dans les stades légers a
moderément séveres et ont pour but de ralentir le déclin cognitif. Ils empéchent la dégradation
de I’acétylcholine aprés sa sécrétion par les neurones et augmentent ses capacités a stimuler
les récepteurs nicotiniques et muscariniques. Le déeveloppement de ces inhibiteurs vient du
fait que, dans la maladie d’Alzheimer, il existe un déficit de la transmission cholinergique.
D’aprés les études, leur efficacité est aujourd’hui considérée comme moyenne, en
comparaison a des groupes témoins; ces molécules n’interrompent pas la cascade

pathologique responsable de la maladie et n’ont donc peu d’effets sur I’évolutivité de la
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maladie [77]. De plus, alors que le bénéfice clinique attendu est modeste et souvent
temporaire, ces molécules sont onéreuses et non dépourvues d’effets secondaires, notamment
digestifs [76].

Seule ou associée avec les précédents, la mémantine est indiquée dans les formes
moderées a séveres et permet de renforcer I’action sur le déclin cognitif. Elle agit comme un
antagoniste non compeétitif des récepteurs NMDA (N-Méthyl-D-Aspartate), bloquant I’effet
du glutamate au niveau post-synaptique. Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur
principal du SNC ; dans la maladie d’Alzheimer, il serait impliqué dans I’activation excessive
des récepteurs NMDA avec pour conséquence une entrée de Ca?* participant & la mort
neuronale [41]. La mémantine bloque cet effet du glutamate et prévient ces phénomeénes de
neurotoxicité excitatrice [42]. Une efficacité sur les fonctions cognitives est retrouvée, sans

effet secondaire invalidant.

Déclarées par I’HAS apportant un service médical rendu jugé comme faible chez les
patients atteints de la maladie d’Alzheimer, ces deux classes thérapeutiques restent des
médicaments purement symptomatiques. IIs ne sont pas recommandés au stade de MCI. Les
bénéfices sur un éventuel ralentissement de la progression de la maladie ne sont pas encore
parfaitement établis mais ils ne représentent que la 1°® partie de la prise en charge
thérapeutique des patients.

Les traitements non médicamenteux comprennent entre autres, en fonction des besoins
individuels, une prise en charge orthophonique, kinésithérapique, psychosociale. Les
thérapies stimulatrices de type exercice physique, entrainement cognitif, thérapie de groupe,
musicothérapie et arthérapie retardent le déclin cognitif et préviennent les complications
notamment anxiodépressives [76]. La prise en charge médico-sociale associe les mesures de
protection juridiques et I’accompagnement des aidants. L’intégration de I’entourage dans cette

prise en charge est primordiale et une aide adaptée doit lui étre donnée.

Par ailleurs, il existe de nombreuses perspectives médicamenteuses basées sur la
physiopathologie. Les avancées récentes dans ce domaine, concernant I’amyloidogenése et les
DNF, ont permis le développement de pistes thérapeutiques intéressantes mais qui n’ont

toujours pas abouties a la commercialisation de médicaments efficaces.
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Ainsi de nombreuses stratégies visant a réduire la production du peptigleoda
stimuler son catabolisme sont actuellement envisagées.

Des inhibiteurs de la B-sécrétase, enzyme clé dans la formation du peptide ApB, sonta
I’étude. Une réduction du peptide AB est retrouvee dans les modéles animaux lorsque le gene
codant pour cet enzyme est invalidé [78]. De méme la répression de I§ -sécrétase par une
approche ARN anti-sens diminue la production de peptide AP et les déficits cognitifs sur les
modeles animaux [41]. Néanmoins, la principale difficulté rencontrée est la conception d’une
molécule biodisponible et métaboliqguement stable capable de passer au travers de la barriere
hématoencéphalique. Pour cette raison, il n’y a, a ce jour, aucune molécule inhibant la -
sécrétase ayant atteint la phase 3 des essais cliniques [41].

Les inhibiteurs de la y-sécrétase ont également été proposés mais leur développement
est freiné par leurs effets secondaires. Cette enzyme posseéde de nombreux substrats, autres
que la protéine APP, dont certains sont importants pour la physiologie cérébrale, ce qui limite
la recherche aux études chez I’animal pour le moment [41]. Des études ont tout de méme été
menées et montrent une réduction de 60% du peptideffen 14 semaines chez des p atients
Alzheimer et MCI, mais sans amélioration significative des fonctions cognitives [76].

La derniere enzyme clé, It -sécrétase, est impliquée dans la maturation physiologique
d’APP en sAPPa, puis en peptide p3 dans la voie non anigdgéne. L’activat  ion de ’a-
sécrétase entraine donc théoriquement une diminution de production du peptide AB et un effet
bénéfique neuroprotecteur par I’intermédiaire de s@&PP  41]. La encore, la recherche
rencontre des difficultés : certains agents stimulants 1’a-secrétase utilisés dans les études
induisent des transformations néoplasiques [41]. De plus, les conséquences de I’augmentation
chronique de cette voie ne sont pas connues [78].

Une autre voie potentielle visant a réduire les taux de peptides A est I’activation d es
enzymes de dégradation physiologiques du peptide comme la néprilysine. A ce jour, peu de
molécules ont été développeées [41].

Une approche vaccinale dirigée contre le peptide AP également a I’étude.
L’immunothérapie active (induction de la réponse immunitaire chez I’héte) et passive
(administration d’anticorps monoclonaux) utilise le peptide AP comme aréig cibl e. Les
résultats chez I’animal ont été trés prometteurs : les plaques amyloides disparaissent et les
fonctions cognitives s’améliorent sur modéles murins [41]. Le mécanisme d’action n’est pas
clair : d’une part, les anticorps ont la capacité de desagréger les fibrilles amyloides et d’autre
part, ils diminuent le taux d’Ap circulant, éplacant ainsi I’équilibre existant entre les formes

centrales et circulantes vers le compartiment périphérique, ce qui entraine une diminution des
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taux de peptide AP dans le cerveau [41]. Cependant, les premiers essais cliniques chez
I’homme en phase Il ont du étre stoppés a cause d’un nombre important de méningo-
encéphalites chez les patients. A I’autopsie de ces patients, il a été mis en évidence une
infiltration de lymphocytes T expliquant les encéphalites. Chez I’animal, la recherche est axée
sur une immunothérapie présentant moins d’effets indésirables et surtout plus ciblée sur les

formes pathologiques de peptide AP. De nombreux essais cliniques ont repris chez I’homme.

Une autre piste de recherche s’appuie sur des médicaments dissociant les agrégats de
peptide AP. Apres étre passeées a travers la barriere hémato-encéphalique, ces molécules sont
capables de casser la structure secondaire des peptides AP et de dissocier les oligogres. Les

essais therapeutiques de phase I11 se mettent en place [42].

Les stratégies basées sur les mécanismes d’agrégation de la protéine Tau sont
beaucoup moins développées en raison notamment de I’absence de modeéles animaux. Des
progres récent dans ce domaine offrent de nouvelles pistes. Les études actuelles se lancent a la
recherche d’inhibiteurs de kinases, d’activateurs de phosphatases ou d’autres régulateurs de la
phosphorylation de Tau [41]. Des dérivés du taxol, permettant de stabiliser les microtubules,
ont été proposés dans le traitement des tauopathies mais ces médicaments présentent de
nombreux effets indésirables [41]. Des agents intercalants inhibant I’agrégation des protéines
Tau ouvrent de nouvelles voies thérapeutiques des tauopathies mais n’en sont qu’au debut
des essais cliniques.

Ci-dessous, les molécules et leurs cibles en cours d’étude dans les essais randomisés

en France en décembre 2009 (Tableau VII).
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Phase

Molécule (promoteur)

Type de traitement

Etat d’avancement

V950 (Merck)

Immunothérapie active

Recrutement en cours

ACC-001 (Wyeth/Elan)

BMS-708163 (Bristol-Myers
Squibb)

CAD106 (Novartis)

EGb 761 (Ipsen)
Galantamine et donepezil
(Janssen-Cilag)

Mémantine

Immunothérapie active

Inhibiteur de la gamma secrétase

Immunothérapie active

Ginkgo biloba

Anticholinestérasique

Inhibiteur des récepteurs NMDA

Recrutement en cours

Recrutement en cours

Actif, pas de recrutement

Recrutement en cours

Recrutement en cours

Recrutement en cours

3APS (Bellus Health)
Bapineuzumab (Wyeth)

Galantamine (Johnson &
lohnson)

LY2062430 (Eli Lilly)
LY450139 (Eli Lilly)

RO5313534 (Hoffmann-La
Roche)

Rivastigmine (Novartis)

Rosiglitazone XR
(GlaxoSmithKline)

Inhibiteur de |'agrégation de I'AB
Immunothérapie passive

Anticholinestérasique

Immunothérapie passive

Inhibiteur de la gamma secrétase

Agoniste partiel des récepteurs
alpha-7 nicotiniques

Anticholinestérasique

Anti-diabetique
(thiazolidinedione)

Actif, pas de recrutement
Recrutement en cours

Recrutement en cours

Recrutement en cours

Recrutement en cours /
actif pas de recrutement (2
essais)

Recrutement en cours

Actif, pas de recrutement

Actif, pas de recrutement

Donepezil (Eisai)

Anticholinestérasique

Actif, pas de recrutement

N/A

lus riche en polyphénols

Supplément d'oméga-3 +
intervention multidomaine

Supplément nutritionnel

Supplément nutritionnel +
intervention non pharmacologige

Recrutement en cours

Recrutement en cours

N/A : Non applicable (supplément nutritionnel)

Tableau VII : Etat d’avancement et mécanismes d’action de différentes molécules a I’essai
comme thérapeutique de la maladie d’Alzheimer (d’aprés I’Observatoire nationale de la

recherche sur la maladie d’Alzheimer).

De nombreuses approches thérapeutiques innovantes voient le jour mais les résultats

ne sont pas encore au rendez-vous. L’attention portée sur ces nouvelles thérapeutiques est tout

de méme immense et la communauté médicale attend beaucoup de ces traitements.
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IIl. APPORT DES MARQUEURS
BIOLOGIQUES

1. Les biomargueurs dans le LCR

1.1. Données générales

La mise au point de marqueurs biologiques diagnostiques et/ou pronostiques est un
enjeu majeur pour la prise en charge des patients atteints de syndrome démentiel. Il est en
effet indispensable de valider des marqueurs biologiques suffisamment robustes non
seulement pour permettre un diagnostic le plus précoce possible et évaluer I’agressivité de la
maladie mais aussi pour améliorer les conditions de recrutement des patients dans les essais

cliniques et estimer I’efficacité des nouvelles thérapeutiques en développement.

Le LCR, en contact direct avec le cerveau et la moelle épiniére, est le principal reflet
de ce qui se passe au niveau cérébral. Ce liquide biologique apparait donc comme le plus

pertinent pour la recherche de biomarqueurs dans les maladies neurologiques.

Les connaissances de la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer ont naturellement
orienté la recherche de marqueurs biologiques vers le peptide B-amyloide 42 (B 42), la
protéine Tau totale (Tau) et sa forme phosphorylée (pTau). Des études ont d’ailleurs montré
la corrélation entre la présence de plaques amyloides et de DNF dans le cerveau de patients et
des taux pathologiques de ces marqueurs. [3, 79, 80, 81]. Chacun de ces biomarqueurs a tout
d’abord éte étudié separément puis conjointement [82].

IIs sont aujourd’hui dosés en routine dans de nombreux laboratoires hospitaliers
francais mais ils présentent toutefois certaines limites. Il est notamment indispensable de
valider des biomarqueurs mesurables sur un prélévement plus accessible, ce qui permettrait

une utilisation plus précoce et chez le plus grand nombre.

1.2. Les 3 principaux marqueurs
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1.2.1. La protéine Tau totale (Tau)

1.2.1.a. Tau dans la maladie d’Alzheimer

La protéine Tau est une protéine associée aux microtubules (MAP) impliquée dans la
stabilisation du cytosquelette des neurones et dans le trafic vésiculaire, un processus clé dans
la neurotransmission [11]. Elle est le constituant majeur des PHF qui conduisent aux DNF
dans la maladie d’Alzheimer et dans les tauopathies [3] et elle est libérée en cas de mort
neuronale aussi bien dans les neurodégénérescences que dans les accidents cérébraux aigus
(AVC, traumatismes) [68].

La protéine Tau existe sous la forme de 6 isoformes, produits de I’épissage alternatif
du transcrit d’un seul géne situé sur le chromosome 17 [12]. Dans le LCR et le tissu cérébral,
Tau se trouve essentiellement sous forme partiellement protéolysée, principalement a
I’extrémité C-terminale. Les dosages actuels utilisent des anticorps permettant de doser les 6
isoformes de Tau indépendamment de leur phosphorylation mais le dosage de I'ensemble des
fragments de protéolyse nécessiterait I'utilisation de nombreux anticorps différents ce qui n'est
pas le cas dans les dosages actuels [47].

La gquantité de Tau mesurée dans le LCR augmente modérément avec I’age : il est le
reflet du vieillissement neuronal et notamment de la mort neuronale physiologique [32]. Dans
le groupe contr6le de I’étude de Herukka et al. (2007), il existe une corrélation entre les
valeurs de la protéine Tau dans le LCR et I’age des patients [83]. Ainsi, les valeurs de Tau
peuvent étre ajustées a I’age. La valeur normale est 263 pg/mL +/- 164. C’est Vandermeeren
et al. (1993), a I’aide d’anticorps polyclonaux, qui a décrit pour la premiére fois une
augmentation de Tau dans le LCR de patients Alzheimer par rapport a des sujets contréles
[84]. Par la suite, Iutilisation d’anticorps monoclonaux est devenue la régle : différents
anticorps reconnaissant I’ensemble des isoformes de Tau ont été utilisés dans les études et
toutes décrivent une augmentation de Tau dans le LCR de malades d’Alzheimer [85, 86].
Cette augmentation est, selon les études, de I’ordre de 200 a 300% par rapport aux sujets
témoins [87]. Le dosage ELISA révéele des taux compris entre 150 et 450 pg/mL chez les
sujets sains et entre 300 et 1100 pg/mL chez les patients atteints de maladie d’Alzheimer [68].
Les valeurs seuils pathologiques retenues dépendent classiquement de I’age : 300 pg/mL chez

les moins de 50 ans, 450 pg/mL chez les 51-70 ans et 500 pg/mL pour les plus de 71 ans.
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Une méta-analyse, incluant plus de 2000 patients Alzheimer et 1000 contr6les, affirme
que les performances moyennes de Tau seule, pour discriminer un patient Alzheimer d’un

sujet sain, sont les suivantes : sensibilité de 81% et spécificité de 91% [88] (Tableau VIII).

Study Number of AD Number of Controls
Number AD Cases Sensitivity Controls Specificity Comment Ref.
1 70 100 19 100 62
2 44 84 31 97 14
3 43 95 18 94 Community-based study 63
4 69 89 17 100 64
5 93 40 41 100 Multicenter study 56
6 40 80 36 97 65
7 163 66 65 83 Multicenter study 66
8 150 79 100 70 Multicenter study 67
9 81 920 15 67 41
10 407 93 93 86 Community-based study 20
11 60 79 32 82 50
12 54 87 15 93 68
13 47 77 12 92 69
14 41 8s 17 05 70
15 80 81.3 2 91 71
16 52 79 56 100 2
17 74 95 40 98 72
18 36 59 316 97 Multicenter study 73
19 49 88 49 96 3-year follow-up 74
20 39 72 12 93 75
Total 2022 81.4 1005 91.5

Ref = reference number

Tableau VIII : Méta-analyse sur les performances de Tau totale [88].

Une autre méta-analyse donne des valeurs moyennes de sensibilité a 80% et de
spécificité a 89% [82]. L utilisation de la protéine Tau a été évaluée dans plus de 50 études, et
toutes retrouvent une augmentation significative de sa concentration dans le LCR de patients
Alzheimer par rapport a des controles [89].

Les valeurs augmentant physiologiquement avec I’age, les performances de Tau totale
pour discriminer des sujets Alzheimer des contréles diminuent l1égerement aprés 70 ans [86].
Dans I’étude de Burger et al. (1999), les concentrations de Tau tendent a s’élever avec I’age
dans le groupe controle; cette élévation n’est pas retrouveée dans le groupe démence
Alzheimer suggérant que le processus neurodégenératif de la maladie d’Alzheimer masque
I’effet de I’age [90].

Plus récemment, il a éte démontré la corrélation entre les valeurs de Tau et I’étendue
des DNF en anatomopathologie observée postmortem [91]. Cette augmentation est corrélée a
la physiopathologie : d’apres Fagan et al. (2009), il existe une relation linéaire entre le taux de
Tau dans le LCR et la quantité de plaques séniles dans le cerveau mesurée en imagerie
fonctionnelle (PIB) [92].
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L’évolution de la concentration de Tau dans le LCR a été évaluée dans une étude
suédoise : les auteurs notent une Iégére augmentation des valeurs de Tau au cours du temps
chez les malades d’Alzheimer (+16% en 2 ans) ; cette augmentation semble corréelée a la
détérioration des fonctions cognitives. A I’inverse, dans le groupe contréle, le suivi sur 4 ans
ne permet pas d’observer une variation des valeurs de Tau [93].

La protéine Tau posséde donc une treés bonne sensibilité pour détecter les malades
d’Alzheimer par rapport a des sujets sains, cependant, Tau est un marqueur de lyse
neuronale ; or la maladie d’Alzheimer n’est pas la seule pathologie entrainant une lyse
neuronale. Il existe donc un manque de spécificité de Tau dans le diagnostic différentiel des

démences et des atteintes cérébrales aigués associées a une mort neuronale massive [88].

1.2.1.b. Tau dans le diagnostic différentiel

La proteine Tau dans le LCR a été évaluée dans les cas des démences non Alzheimer.
De nombreuses pathologies n’entrainent pas ou rarement de modifications de Tau : les
démences d’origine alcoolique, la maladie de Parkinson, la paralysie supranucléaire
progressive, la dégénérescence corticobasale ou les troubles psychiatriques notamment les
dépressions [32].

A I’inverse, Tau s’éléve dans de nombreuses pathologies neurologiques [94]. Les
résultats d’études sur les valeurs de Tau dans les DFT sont plutdt contradictoires [85].
Cependant, ces études comportent rarement une confirmation histologique des diagnostics
établis. Une étude ancienne ne note pas de différence significative entre les valeurs de Tau
dans le groupe Alzheimer (802 pg/mL) et le groupe DFT (612 pg/mL) dont les valeurs sont
augmentées par rapport au groupe contr6le (198 pg/mL) [95]. Néanmoins, une autre étude,
plus récente, ne retrouve pas d’augmentation de Tau dans le groupe des DFT (320 pg/mL)
tandis que le taux est plus éleve dans la maladie d’Alzheimer (730 pg/mL) et plus faible dans
le groupe contréle (230 pg/mL) [96]. Enfin, une étude avec confirmation
anatomopathologique des diagnostics affirme que Tau est un marqueur significatif pour le
diagnostic différentiel de la maladie d’Alzheimer et des DFT : les valeurs de Tau sont
significativement plus faibles dans le groupe des DFT (266 pg/mL) et dans le groupe controle

(261 pg/mL) que dans le groupe démence de type Alzheimer (523 pg/mL) [97].
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Il n"est pas retrouvé d’élévation de Tau dans la MCL [98]. Mollenhauer et al. (2007)
notent que les valeurs de Tau sont significativement plus faibles dans le groupe MCL (220
pg/mL) par rapport au groupe maladie d’Alzheimer (804 pg/mL) [99].

La maladie de Creutzfeldt-Jakob est caractérisée par des processus neurodégénératifs
rapides associés a une lyse neuronale brutale et massive. Ceci explique que les valeurs de Tau
retrouvées soient trés élevées malgré I'absence de DNF dans le cerveau [98]. Cette élévation
de Tau est considérablement plus importante que celle observée chez les patients Alzheimer.
D’apres une éetude réalisée au Danemark, le taux médian de Tau retrouve dans une population
de patients Alzheimer est de 464 pg/mL (extrémes de 75 a 1 200) tandis que celui dans la
population de Creutzfeldt-Jakob atteint 2 740 pg/mL (extrémes de 445 a 41 000) ; le taux
médian du groupe témoin est de 150 pg/mL [100]. Cette étude affirme qu’il est possible de
discriminer les patients Creutzfedt-Jakob des patients Alzheimer avec une sensibilité de 90%
et une spécificité de 85% en utilisant Tau seule avec un seuil a 500 pg/mL. La protéine Tau
est aujourd’hui considérée comme le marqueur bologique le plus pertinent de la maladie de
Creutzfeldt-Jakob [101].

Il a également été montré que dans les AVC, il existe une élévation de Tau
proportionnelle a la taille de I’infarcissement mesuré par I’imagerie. De plus, cette élévation a
la phase aigué est bien souvent transitoire puisque les valeurs de Tau reviennent dans les
normes 3 a 5 mois apres I’accident [102]. Par contre, la démence vasculaire ne semble pas
associee a une augmentation de Tau : I'étude de Boban et al. (2008) note des valeurs de Tau a
280 pg/mL dans le groupe démence vasculaire, contre 725 pg/mL dans le groupe Alzheimer
et 192 pg/mL dans le groupe contréle. Dans cette étude, Tau discrimine les 2 types de
démences avec 100% de sensibilité et spécificité en utilisant un seuil a 350 pg/mL [103].

Une méta-analyse conclue que les valeurs de Tau sont augmentées dans la MCL, les
démences vasculaires et les FTLD mais a des niveaux inférieurs a celles observées dans la
maladie d’Alzheimer : Tau présente des performances insuffisantes pour étre utilisée seule, a
I’exception peut étre du diagnostic de la maladie de Creutzfeldt-Jakob [104].

Isolément, la protéine Tau preésente donc un intérét limité en tant que biomarqueur
pour différencier la maladie d’Alzheimer des autres démences dégenératives [86]. Mais si elle
n’est que peu spécifique de la maladie d’Alzheimer, elle reflete tout de méme I’intensité
globale de la mort neuronale dans les affections neurologiques chroniques et aigués [105].
Elle est donc plutdt bien corrélé a la rapidité et a I’intensité du processus neurodégenératif

quel qu’il soit [34].
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1.2.2. Forme phoshorylée de la protéine Tau (pTau)

1.2.2.a. pTau dans la maladie d’Alzheimer

Au cours de la maladie d’Alzheimer, les protéines Tau isolées des PHF sont
anormalement phosphorylées, quantitativement et qualitativement [48]. Il existe plus de 80
sites de phosphorylation de la protéine Tau a partir des acides aminés thréonine et sérine
(Figure 11). Certains sont physiologiques, d’autres pathologiques et retrouvés dans les
différentes tauopathies [41].

P-Thr181 P-Thr231
T T J T TT TT T T
L1 1 1 L1 1 L1 1 1
— L B L1 [ |
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P-Ser199 P-Ser235 P-Ser396 P-Ser404

Figure 11 : Différents sites de phosphorylation du plus grand isoformes (441 acides aminés)
de la protéine Tau [32].

Ces sites de phosphorylation different en fonction de I’isoforme de Tau [12]. Dans la
maladie  d’Alzheimer, de nombreux sites phosphorylés ont été identifiés.
L hyperphosphorylation de Tau étant responsable de son agrégation et de la formation des
DNF, le dosage de ces formes phosphorylées s’est rapidement développé [82]. Il nécessite
I’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés spécifiqguement contre ces épitopes. Différents
sites sont visibles sur la figure illustrant pTau (Image 11) ; les anticorps les plus utilisés dans
les Kits disponibles sont les thréonines 181 et 231, la sérine 235 et la sérine 199. Les dosages
effectués avec ces différents anticorps ont tous montré une augmentation de pTau chez les
patients Alzheimer [85].

L’élévation moyenne de pTau, sur quatre études utilisant des épitopes phosphorylés
différents, est de 250% chez les patients Alzheimer par rapport aux sujets contréles [85]. Une
méta-analyse montre une sensibilité de 81% et une specificité de 91% [88] (Tableau IX)

tandis qu’une autre donne 74% et 92% de sensibilité et spécificité respectivement [82].

73



Study Number of AD Number of  Controls

Number P-tau Epitope AD Cases Sensifivity  Controls  Specificity Comment Ref.
1 P-Thr181 80 84 40 88 92
2 P-Thr181 41 44 17 95 70
3 P-Thr181 19 58 17 o4 52
4 P-Thr181 108 85 23 91 Two-center study 93
5 P-Thr181 51 84 31 84 94
6 P-Thr181 42 88 43 100 26
7 P-Thr181 18 89 13 85 95
8 P-Ser199 36 94 20 80 “Non-AD” controls 22
o P-Ser199 236 8s 05 ng. Multicenter 86

10 P-Ser199 108 35 23 82 Two-center study 93

11 P-Thr231 27 85 31 97 “Non-AD"” controls 23

12 P-Thr231 82 100 21 91 71

13 P-Thr231 108 as 23 96 Two-center study 03

14 P-Thr181 + 40 88 31 97 14

P-Thr231

15 P-Thr231 + P-Ser235 36 53 20 100 “Non-AD"” controls 22

16 P-Ser396+404 52 94 56 89 Cut-off P-tau > 100 pg/mL 24

Total 1084 81.3 504 91.2

n.g. = not given.

Tableau IX : Méta-analyse sur les performances de pTau [88].

Hampel et al. (2004) ont comparé I’utilisation d’anticorps dirigés contre trois sites de
phosphorylation différents pour le dosage de pTau (pTauis:, pTauige €t pTauys;) dans un
groupe témoin et dans un groupe de patients Alzheimer : les trois dosages ont retrouvé une
nette élévation de pTau dans le groupe Alzheimer par rapport au groupe témoin, sans
différence significative entre eux, suggérant que chacun de ces dosages puisse étre utilisé
indifferemment [106]. Les Kits ELISA actuels utilisent le plus souvent la thréonine en position
181 comme épitope pour doser la protéine Tau phosphorylée (pTauss;) [105]. Le choix de cet
épitope est simplement justifié par une raison analytique : il serait plus facile d’accés pour les
anticorps car il est situé dans une région peu phosphorylée [107]. Ce choix peut étre
controversé puisqu’il s’agit d’un site de phosphorylation physiologique et donc peu spécifique
de la maladie d’Alzheimer [47]. Toutefois, Tau étant hyperphosphorylée qualitativement et
quantitativement au cours de la maladie d'Alzheimer, l'augmentation de la phosphorylation
d'un site physiologique est compatible avec le mécanisme de formation des DNF [48]. Le
dosage de pTauig; (protéine Tau phosphorylée sur I’acide aminé 181) révele des valeurs
comprises entre 30 et 50 pg/mL chez les sujets sains et entre 75 et 100 pg/mL chez les
patients atteints de maladie d’Alzheimer [68]. La valeur seuil classiquement utilisée de pTau
est 60 pg/mL.

La protéine Tau phosphorylée n’est pas un simple marqueur de lyse neuronale comme
I’est la protéine Tau totale. Etant donné le réle central qu’elle joue dans la formation des
DNF, son dosage a permis d’améliorer le diagnostic différentiel des démences [34].
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1.2.2.b. pTau dans le diagnostic différentiel

Le principal intérét de la protéine Tau phosphorylée est sa bonne spécificité. Il semble
que ce soit le marqueur le plus discriminant de la maladie d’Alzheimer par rapport aux autres
démences [108]. Des valeurs normales ont été retrouvées dans toutes les pathologies suivantes

démences vasculaires, MCL et DFT, troubles psychiatriques, sclérose latérale
amyotrophique, maladie de Parkinson, AVC [82].

Il a été noté des différences non significatives de sensibilité et spécificité pour
différencier ces causes de demences de la maladie d’Alzheimer en fonction du site de
phosphorylation de pTau: ainsi, le type pTauig; possede la meilleure performance pour
différencier la MCL de la maladie d’ Alzheimer tandis que c’est le type pTau,s; qui permet le
mieux de différencier les DFT de la maladie d’Alzheimer [106]. Dans tous les cas, I’apport de
pTau pour différencier la maladie d’Alzheimer des autres démences, notamment les DFT et la
MCL, est supérieur a la protéine Tau totale [104].

D’aprés Bahl et al. (2009), dans la maladie de Creutzfeldt-Jakob, il n’y a pas de
différence significative des valeurs de pTau avec la maladie d’Alzheimer : la valeur moyenne
de pTau dans le groupe Creutzfeldt-Jakob est de 54 pg/mL contre 64 pg/mL dans le groupe
Alzheimer. Néanmoins, cette étude ne montre pas non plus de différence significative entre le
groupe Alzheimer et le groupe témoin [100].

A la différence de la protéine Tau totale, apres un AVC, il n’y a pas d’élévation de
pTau dans le LCR, dans les jours ou les mois qui suivent I’accident [102]. Dans la démence
vasculaire, les valeurs de pTau (43 pg/mL) se situent en dessous de celles des controles (50,5
pg/mL) et de celles des malades d'Alzheimer (77 pg/mL). Phospho-Tau permet de discriminer
la démence d'Alzheimer de la démence vasculaire avec une sensibilité de 77,8 % et une
specificité de 91,7% en utilisant un seuil a 64,5 pg/mL [103].

La protéine Tau totale étant genéralement élevée dans les cas de souffrance neuronale
guelque soit la cause, le rapport pTau/Tau totale apporte une précision pour identifier les
tauopathies dont fait partie la maladie d’Alzheimer et la différencier des autres maladies
neurodégénératives comme la maladie de Creutzfeldt-Jakob [109]. Une spécificité de 98% est
obtenue en utilisant un seuil a 0,040 du ratio pTau/Tau totale pour différencier les malades de
Creutzfeldt-Jakob (ratio moyen a 0,016) par rapport a des malades d’Alzheimer (ratio moyen
a0,13) [100].
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1.2.3. Peptide B-amyloide 1-42 (AB4;)

1.2.3.a. AB4, dans la maladie d’Alzheimer

Le peptide AP est le principal composant des plaques amylddes. Les premieres études
parues dosaient le peptide AP total et legsultats étaient peu satisfaisants [44]. 1l a
rapidement été demontré que le peptide qui s’agrege pour former ces dépdts est I’espece la
plus hydrophobe, AB4, [110]. Les dosages spécifiques ont montré une diminution des taux
d’Aa4, d’environ 50% dans le LCR des patients Alzheimer par rapport aux sujets contrbles
[82]. Cette diminution d’ABg4, est d’ailleurs bien corrélée, d’une part, avec la présence de
nombreuses plaques amyloides dans le cerveau de patients observés post mortem [91] et,
d’autre part, avec une importante fixation de composé B de Pittsburg en imagerie
fonctionnelle [111].

La valeur normale d’ A4, dans le LCR est de 794 pg/mL +/- 218 avec une valeur seuil
pathologique en dessous de 500 pg/mL le plus souvent retenue. D’aprés Blennow et al.
(2004), le dosage d’Apa, seul permet de discriminer les patients Alzheimer des patients non

déments avec une sensibilité de 86% et une spécificité de 89% en moyenne (Tableau X) [88].

TABLE 4. Performance of CSF AB42 as a Biomarker for Alzheimer’s Disease

Study Number of AD Number of Controls
Number AD Cases Sensitivity Controls Specificity Comment Ref.
1 81 81 51 30 41
2 53 92 21 95 Community-based sample 49
3 150 78 100 81 Multicenter study 67
4 24 96 19 95 89
5 14 93 20 95 Numbers from graph 51
6 60 93 32 85 50
7 38 76 47 85 76
8 54 89 15 7 Numbers from graph 68
9 27 78 49 100 97
10 9 55 17 94 93
11 20 100 20 95 29
2 74 89 40 95 72
13 19 100 17 94 52
14 49 82 49 80 3-year follow-up 74
15 51 78 31 90 04
16 18 89 13 85 Moderate decrease; median 95
Total 660 85.9 541 88.5

Tableau X : Méta-analyse sur les performances d’ 4/, [88].
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Une étude comparant des sujets Alzheimer a des contréles trouve les valeurs
moyennes de peptide A4, suivantes : 370 pg/mL dans le groupe malade d’Alzheimer contre
865 pg/mL dans le groupe contréle [112]. Plus d’une trentaine d’études mesurant le peptide
A4, dans le LCR retrouve une diminution dans les cas de maladie d’Alzheimer par rapport
aux contréles non déments avec une sensibilité et une spécificité moyenne de plus de 85%
[110].

La diminution d’ A4, est correlée a la présence de plaques amyloides dans lesquelles
des agrégats du peptide se sont formés et serait donc le reflet de la séquestration du peptide
dans les plaques amyloides [45]. D’autres hypothéses peuvent cependant étre avancées pour
expliquer cette diminution, en particulier que les anticorps utilisés dans les kits ELISA
reconnaissent les monomeéres d’Aps,. 1l est maintenant clairement établi que les monoméres
forment tres rapidement, et bien avant la formation des plaques amyloides, des oligomeres
solubles, susceptibles de masquer certains épitopes reconnus par ces anticorps [45]. Cela
pourrait conduire & une sous-estimation de la concentration d’ABs, monomérique [113]. Des
méthodes complexes et expérimentales de dosages des oligoméres du peptide & corroborent
cette hypothese puisque toutes les études menées avec d’autres techniques capables de
détecter les oligoméres de peptide AB montrent une augmentation de leurs concentrations
dans le LCR des malades d’Alzheimer par rapport a des témoins non déments [45, 114, 115].
De plus, en raison de son hydrophobicité, le peptide AB4, peut se fixer a d’autres molécules,
comme I’apoE par exemple ou d’autres protéines chaperonnes telles que la protéine B-trace ou
la cystatine C, limitant également sa reconnaissance par les anticorps. Enfin, il est possible
que dans certaines conditions physiologiques ou non, AP4 Ssoit séquestré dans le
compartiment intracellulaire et diffuse moins dans le LCR [110]. Toutes ces données
suggerent que la diminution du peptide AB puisse résulter d’une interférence analytique et pas
forcément d'une corrélation biopathologique.

Au cours du temps, la concentration d’ABa, dans le LCR reste stable : que ce soit chez
des malades Alzheimer suivis sur 2 ans ou chez des contrdles suivis sur 4 ans, il n’est pas
retrouvé de variations des valeurs d’Ap4; [93]. Quelque soit le stade de la maladie, A4, est
perturbé d’apreés I’étude de Stefani et al. (2006) : les auteurs ne notent pas de différence entre
les valeurs d’Aps, chez des patients Alzheimer a différents stades de sévérité de la maladie
[116].

L'absence de corrélation entre A4, et le déclin cognitif au stade de démence le rend
inutilisable en tant que marqueur d'évolution et de sévérité de la maladie : il semblerait que le

processus pathologique d’amyloidogenése apparaisse trés tot dans I’évolution de la maladie
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d’Alzheimer, au stade préclinique, puis se stabilise par la suite durant le stade clinique. A4, a
donc un intérét dans le diagnostic au stade prédémentiel : I’intérét des biomarqueurs au stade

de MCI est developpé dans un autre paragraphe.

1.2.3.b. AB4, dans le diagnostic différentiel

Des taux normaux d’Afa, sont retrouvés dans les affections psychiatriques comme la
dépression et dans certaines maladies neurologiques chroniques comme la maladie de
Parkinson, la paralysie supranucléaire progressive et la démence d'origine alcoolique [88, 117,
118].

Par contre, il semble délicat de discriminer les autres causes de démences a I’aide de
ce marqueur seul puisque des valeurs diminuées sont observées dans la maladie d’Alzheimer
mais aussi dans la maladie de Creutzfeldt-Jakob [119], la MCL [98], les DFT [96], et méme la
démence vasculaire [117].

La MCL est une synucléinopathie au cours de laquelle des dép6ts de peptides AP sont
fréguemment retrouvés dans le cerveau des patients [120]. Une diminution des valeurs de
peptide A4, a été observée dans le LCR de patients souffrants de MCL (370 pg/mL) ainsi
que dans le LCR de patients Alzheimer (410 pg/mL) [121]. Cette observation est confirmée
par I’étude d’Andersson et al. (2011) qui retrouve des valeurs a 402 pg/mL chez des patients
MCL et 409 pg/mL chez des patients Alzheimer [122]. L étude de Mulugeta et al. (2011) ne
retrouve pas de différence significative entre les valeurs d’ABs;, du groupe malade
d’Alzheimer et du groupe MCL [123]. Ces constatations rendent difficile I’interprétation de la
diminution d’Af4, dans le diagnostic différentiel entre ces 2 pathologies, notamment lorsque
cette diminution est isolée.

Dans les DLFT, les valeurs d'Af4, restent normales. Dans I’étude de Pijnenburg et al.
(2007), les valeurs moyennes de peptide ABs, dans le LCR sont de 576 pg/mL chez des
patients souffrant de DLFT, de 288 pg/mL chez des patients Alzheimer et de 629 pg/mL dans
le groupe contréle. La différence entre les 2 groupes malades est significative [124]. Les
valeurs dans I’étude de Bibl et al. (2007) sont semblables : 700 pg/mL, 370 pg/mL et 860
pg/mL respectivement dans les groupes DLFT, Alzheimer et contréle [96]. Dans une autre
étude avec confirmation histologique cette fois, Bian et al. (2008) ne retrouvent pas non plus
de diminution d’Ap4, dans les DLFT : les valeurs mesurées d'AB4; sont de 532 pg/mL, 265
pg/mL et 429 pg/mL respectivement dans les groupes DLFT, Alzheimer et controle [97].
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Une étude récente a comparé 3 groupes de malades atteints de maladie neurologiques
différentes : maladie d'Alzheimer, DFT et aphasie primaire progressive. Des différences
significatives entre le dosage d'Ap4, sont retrouvées entre le groupe maladie d'Alzheimer (384
pg/mL) dont les valeurs sont basses et les 3 autres groupes dont les valeurs sont plus élevées :
DFT (709 pg/mL), aphasie primaire progressive (754 pg/mL) et contrdle (971 pg/mL) [125].

Une diminution du peptide AP, dans le LCR a toutefois été retrouvée dans certaines
études menees sur des pathologies sans présence de plagues, comme la maladie de
Creutzfeldt-Jakob [126], la sclérose latérale amyotrophique [127] I'nydrocéphalie a pression
normale [128] suggerant que la présence de plaques amyloides dans le cerveau ne soit pas le
seul facteur déterminant dans la baisse du taux de peptide AP dans le LCR [124]. D’apres
Mattsson et al. (2009), la diminution du peptide Ap dans le LCR proviendrait de la@duction
de la quantité d’APP et/ou de I’activitt de BACELl ( -sécretase) lie au phénomeéne
inflammatoire locale dans les scléroses cérébrales [109]. De plus, les taux les plus faibles
d’ABs, mesurés proviennent de LCR de patients souffrant de méningites bactériennes,
affection sans présence de plaques amyloides mais avec une forte composante inflammatoire
locale [129].

Par ailleurs, différentes meéthodes de dosages d’Afs, retrouvent des résultats
différents : les méthodes ELISA retrouvent fréquemment des valeurs plus faibles (jusqu’a 3
fois) que celles obtenues avec méthodes utilisant un pré-traitement analytique dénaturant
[130].

1.2.4 Performances des tests et profil type du patient Alzheimer

Le profil type du patient Alzheimer associe un taux diminué de peptide A4, et des
valeurs élevees de Tau totale et de pTau. L’évolution des marqueurs dans les autres cas est

résumee dans le tableau suivant (Tableau X1).
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Atteinte neurologique Tau total Phospho-tau Ap42

Maladie d'Alzheimer /" modérée 3 forte /" modérée 3 forte ., modérée 3 forte

Vieillissement normal Normal Normal Normal

Dépression Normal Normal Normal

Démence alcoolique Normal Normal Normal

Maladie de Parkinson Normal Normal Normal

Creutzfeldt-Jacob /" trés forte Normal Normal a “, modérée
/" faible dans quelques cas

Démence frontotemporale Normal a ~ faible Normal », faible a modérée

Démence a corps de Lewy Normal a - faible Mormal a -~ faible ., modérée

Démence vasculaire Données discordantes Normal ~, faible & modérée

Accident vasculaire cérébral /" faible a trés forte en fonction Normal Normal

de la taille de la zone touchée

Tableau X1 : Résumé de la spécificité des marqueurs de la maladie d’Alzheimer dans le LCR.

Chacun de ces marqueurs pris individuellement présente une sensibilité et une
specificité de plus de 80% pour détecter la maladie d’Alzheimer par rapport a des sujets non
déments [82, 88, 110]. La performance de ces tests ne semble donc pas trés supérieure aux

différents tests cliniques (sensibilité moyenne de 81% et spécificité de I’ordre de 70%) [55].

Afin d’améliorer les performances, tant du point de vue spécificité que précocité, la
combinaison de marqueurs a été proposée [68]. De plus, la combinaison des marqueurs
amyloides (peptide &) et de s marqueurs de DNF (protéine Tau) reflete les 2 processus
pathologiques spécifiques de la maladie d’ Alzheimer : amyloidogenése et DNF.

La combinaison de la protéine Tau et du peptide AB4, permet de gagner en spécificité.
Le ratio Tau/ABs; est significativement plus élevé chez les malades d’Alzheimer par rapport a
des patients controles mais également par rapport a des patients déments non Alzheimer
(DFT, MCL et démences mixtes). Ceci a été confirmé par diagnostic histologique par Smach
et al. (2007) [131]. Dans I'étude de Bian et al. (2008), avec confirmation
anatomopathologique, le ratio Tau/ABs, est de 2,22 dans le groupe Alzheimer contre 0,52
dans le groupe DFT et 0,74 dans le groupe contrdle [97]. En utilisant un seuil a 0,87, le ratio
Tau/AB4, permet de différencier les malades d’Alzheimer des contréles mais également des
déments non Alzheimer avec une sensibilité de 85,3% et une spécificité de 84,8% [132].

Si la combinaison de ces 2 marqueurs permet de gagner en spécificité, ce n’est pas
encore suffisant pour son utilisation seule dans le diagnostic différentiel des démences [94].

L’index le plus utilisé est le IATI (Innotest Amyloid Tau Index). Sa formule complexe
est la suivante : IATI = AB42 / (240 + 1,18 x Tau) et fait donc intervenir A4, et Tau totale. Le
IATI est considéré comme pathologique s’il est inférieur a 1. 1l peut étre représenté sur un

graphique comme celui-ci-dessous (Figure 12).
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Figure 12 : Représentation du IATI (index incluant ABa, et
Tau totale).

Lorsque le IATI est inférieur a 1 (sous la ligne en pointillée), il est en faveur du
diagnostic de maladie d’Alzheimer.

Il est également possible de combiner les 3 marqueurs en confrontant le résultat du
IATI avec la valeur de pTau (Figure 13). On obtient un graphique composé de 4 zones [105] :

- la 1% zone (1) dans laquelle le IATI est normal (>1) ainsi que pTau (<60
pg/mL) correspond aux patients présentant un profil biologique de LCR
normal.

- la 2°™ zone (2) dans laquelle le IATI est pathologique (<1) et pTau est élevée
(>60 pg/mL) correspond classiquement au profil biologique d’un malade
d’Alzheimer.

- les 3°™ et 4°™ zones (3 et 4) correspondent aux résultats discordants : un IATI
pathologique (<1) mais une pTau non augmentée (<60 pg/mL) ou un IATI
normal (>1) associe a une pTau pathologique (>60 pg/mL) ce qui correspond
aux autres causes de démences ou des malades d’Alzheimer au profil atypique

et non concluant biologiquement.
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Figure 13 : Représentation du IATI en fonction de pTau.

Une autre combinaison associant AP, et pTau a été proposée par Maddalena et al.
(2003) : le ratio pTau/AP4, dans le LCR est plus performant que chacun des biomarqueurs
pris séparement pour discriminer les patients Alzheimer : les valeurs du ratio sont élevées
dans le groupe Alzheimer (0,147), tandis qu’elles sont plus faibles dans le groupe des sujets
normaux (0,039) mais également dans le groupe des démences non Alzheimer (0,074) et des
autres pathologies neurologiques (0,048) [132]. D’apres Tapiola et al. (2009), le ratio
pTau/Ap4, refléte la présence de lésions neuropathologiques (plaques séniles) dans le cerveau
des patients confirmées par examen anatomopathologique : les valeurs supérieures a 0,0867
permettent de détécter les patients présentant ce type de Iésions avec une sensibilité de 91,6%
et une spécificité de 85,7% [91].

Le ratio inverse, c'est-a-dire APs/pTau permet une autre représentation graphique des

biomarqueurs avec ABs2/pTau en ordonné et Tau totale en abscisse (Figure 14).

82



ABs/pTau

25

20

15 7 Tau totale =350 pg/mL
AB42/pTau =115

10

5_

. . . . .  Tau (pg/mL)
200 400 600 800 1000

Figure 14 : Représentation du ratio ASs,/pTau en fonction de Tau totale.
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Le profil type d’un malade Alzheimer se situe dans la zone bleue : ratio AB4./pTau <
11,5 (correspondant au ratio pTau/Ap4, > 0,0867) associé a Tau > 350 pg/mL.

A I’heure actuelle, le dosage des 3 biomarqueurs du LCR se généralise dans les
centres mémoires de ressources et de recherches (CM2R). lls sont d’ailleurs proposés dans les
nouveaux critéres diagnostiques de la maladie d’Alzheimer [35]. Toutefois, ils ne doivent
absolument pas étre interprétés de facon isolee : leur utilisation en routine repose sur leur

intégration dans le bilan englobant la clinique, la neuropsychologie et I’imagerie.

Pour conclure, une étude hollandaise a évalué I’intérét des biomarqueurs chez des
patients présentant des troubles mnésiques dans un centre mémoire local des Pays-Bas. Le
diagnostic biologique établi par les 3 dosages dans le LCR (Tau, pTau et APg4,) a été comparé
avec le diagnostic établi par la démarche classique incluant un examen clinique, une
évaluation neuropsychologique et une imagerie cérébrale. Le profil du LCR correspond dans
69% des cas avec le diagnostic clinique. Apres avoir pris connaissance des résultats
biologiques, 10% des diagnostics ont été modifiés et le niveau de confiance des cliniciens
dans leur diagnostic est globalement renforcé, quelque soit le diagnostic retenu, dans prés
d’un tiers des cas. Bien que I’étude présente de nombreux biais et que le niveau de confiance
d’un clinicien en son diagnostic est trés subjectif, cette étude montre que les biomarqueurs
sont un outil essentiel dans la démarche diagnostique d’un patient présentant des troubles de

la mémoire [133].
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1.2.5. Biomarqueurs et MCI

Un intérét potentiel des biomarqueurs réside dans la prédiction de I’évolution des
patients MCI. Environ 10 a 15% des sujets au stade MCI amnésique évoluent vers une
maladie d’Alzheimer chaque année [134]. Un des enjeux actuels des marqueurs biologiques
serait d’apporter des éléments prédictifs de cette conversion afin d'améliorer la prise en
charge des patients. Les biomarqueurs dans le LCR ont donc été étudies dans cette optique.

La litterature decrit, comme dans la maladie d’Alzheimer au stade démentiel, des
altérations des 3 biomarqueurs des le stade MCI : il est retrouvé une diminution des valeurs
d’ A4, et une augmentation des valeurs de Tau et pTau en comparaison a des sujets contréles
[32, 135].

L'étude de Hampel et al. (2004) retrouve des valeurs significativement differentes
d'Ap4, et de Tau totale dans les groupes Alzheimer, MCI et controle : AP, (962 pg/mL, 678
pg/mL et 545 pg/mL respectivement dans les groupes contréle, MCI et Alzheimer) et Tau
totale (341 pg/mL, 611 pg/mL, 721 pg/mL respectivement dans les groupes contréle, MCI et
Alzheimer) [136].

D’aprés une étude italienne, chez des patients MCI, il est possible de prédire
I’évolution en maladie d’Alzheimer a 1 an lorsque 2 marqueurs sur les 3 sont pathologiques
avec une sensibilité de 82% et une spécificité de 97% : sur 11 patients MCI ayant converti en
maladie d'Alzheimer, 10 avaient au moins 2 biomarqueurs pathologiques (tous présentaient
une pTau élevée) tandis que 29 des 33 patients MCI qui n'ont pas converti présentaient au
maximum 1 biomarqueur pathologique [137].

Dans une autre étude ayant suivi 137 patients MCI sur 5 ans, I’association d’une
augmentation de Tau totale supérieure a 350 ng/mL et d’un ratio AB4./pTauys; inférieur a 6,5
permet de prédire la conversion en maladie d’Alzheimer a 5 ans avec une sensibilité de 95%
et une spécificité de 87% [138]. L’incidence de la maladie d’Alzheimer chez les patients MCI
ayant un profil pathologique est de 27% par an contre seulement 1% chez ceux ayant un profil
normal. Par ailleurs, les auteurs n’ont pas mis en évidence de corrélation entre le délai de la
conversion et les concentrations des biomarqueurs. Ceci corrobore le fait que les mécanismes
entrainant les modifications des concentrations des biomarqueurs dans le LCR sont un

événement précoce dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer et que les
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biomarqueurs, perturbés trés tot, se stabilisent ensuite, ne permettant pas de suivre la
progression de la maladie ni sa sévérité.

Une étude multicentrique menée par Mattsson et al. (2009) montre que le risque relatif
de développer une maladie d’Alzheimer dans les 2 ans suivants le dosage chez un patient
MCI lorsque le profil des biomarqueurs est pathologique est de 5,2. La spécificité des
biomarqueurs dans la conversion de patients MCI vers une maladie d’Alzheimer par rapport a
la conversion vers d’autres démences (démence vasculaire, MCL, DFT ou autres) varie entre
57% et 86% en fonction des différents diagnostics [139].

Ces études ont principalement recruté des patients MCI de type amnésique, c'est-a-dire
les patients ayant la plus forte incidence de conversion vers une maladie d’Alzheimer. Une
étude a comparé les dosages des biomarqueurs sur des patients MCI amneésiques mais
également des patients MCI non amnésiques et sur des patients dits SCI (Subjective Cognitive
Impairment) se plaignant de troubles cognitifs non objectivés par les tests
neuropsychologiques sur une période de 3 ans. La conclusion des auteurs est que I’altération
des biomarqueurs dans le LCR des patients MCI amnésiques mais également MCI non
amnésiques est associé au déclin cognitif. De plus, les patients MCI amnésiques, non
amnésiques et SCI dont I’état cognitif s’est amélioré avaient tous un profil normal [140]. Le
terme de MCI ne préjugeant pas de I’origine des troubles cognitifs, il est fort possible que ces
patients présentaient initialement des pathologies réeversibles, probablement de type
dépression, ne perturbant pas les biomarqueurs.

Non seulement, les biomarqueurs prédisent la conversion au stade démentiel mais ils
apportent également une information sur la quantification du déclin cognitif a venir chez les
patients dés le stade prédémentiel : ainsi, Snider et al. (2009) affirment que le taux d'Ap4; et le
ratio Tau/ABs, sont directement associés a un déclin cognitif important, mesurable par le
score CDR-SB (le Clinical Dementia Rating est un score eévaluant la sévérité de la démence
quelque soit son étiologie) [141]. La diminution du peptide AP, reflétant les changements
dans I'hnoméostasie cérébrale du peptide A, précéde de plusieurs années le déclin cognitif :
ceci est confirmé par la corrélation décrite entre la présence de depdts amyloides dans le

cerveau chez des patients sains sur le plan cognitif et les taux de peptide AB4, [111].

L’étude de Fagan et al. (2007) a par ailleurs évalué le potentiel des biomarqueurs a
prédire le risque d'apparition d'une maladie d'Alzheimer dans une population de sujets sains,
sans troubles cognitifs (CDR=0), agés de plus de 60 ans : I'analyse des biomarqueurs chez les

sujets ayant développé une démence lors du suivi (CDR > 0) révele que les ratios Tau/APBs
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et pTau/Ap4, prédisent cette conversion. Des valeurs du ratio Tau/AB4, > 1,15 sont associées
a une détérioration cognitive rapide contrairement aux valeurs < 1,15 ; de méme pour le ratio
pTau/Ap4, avec les valeurs > 0,214 [142].

Plusieurs études ont avancé que le peptide A, serait le marqueur le plus précocément
perturbé. Dans I’étude de Stefani et al. (2006), les patients au stade de maladie d’Alzheimer
débutante présentent déja une baisse significative d’& 4, (336 pg/mL) par rapport aux sujets
contréles (867 pg/mL) ; en parallele, I’augmentation de la protéine Tau n’est que tres légére a
ce stade de la maladie (269 pg/mL). A contrario, avec la progression de la maladie, les valeurs
d’AB4, se stabilisent tandis que celles de Tau augmentent parallelement [116]. Gustafson et
al. (2007) ont montré qu'AP4, seul dans le LCR pourrait étre utilise comme indicateur
prédictif du déclin cognitif chez des personnes agées aux fonctions cognitives normales. Les
sujets ayant une perte de moins de 5 points au MMSE ont des valeurs d’APa
significativement plus élevées (880,1 pg/mL) que ceux ayant une perte de plus de 5 points
(633,5 pg/mL) [143].

L'ensemble de ces informations prouve que les marqueurs biologiques représentent
une aide précieuse pour classer les patients dés le stade MCI. L'apport des biomarqueurs dans
ce contexte est une avancée majeure dans le diagnostic de la maladie d'Alzheimer ; un
probléme se profile toutefois a I’horizon : détecter le risque de conversion vers une maladie
d'Alzheimer chez un sujet MCI voire un sujet sain souléve un ensemble de questionnements
éthigues en I'absence de therapeutique curative de la maladie d'Alzheimer. Il reste cependant
indispensable d’étre prét a proposer des marqueurs efficaces et pertinents pour évaluer

I’impact des nouvelles molécules en développement.

1. 3. Biomarqueurs et essais cliniques

L'intérét des biomarqueurs ne se limite pas seulement au diagnostic clinique individuel
de routine. lls ont également leur place dans les essais cliniques en tant que marqueurs de
suivi de réponses aux interventions thérapeutiques [144].

L'amélioration de la sélection des patients dans les essais cliniques est également un
enjeu majeur. Le diagnostic de maladie d'Alzheimer reposant essentiellement sur des criteres
cliniqgues (NINCDS-ADRDA), il est établi que ces criteres manquent de spécificité, surtout
dans les formes précoces [55]. Les nombreuses recherches récentes sur les biomarqueurs ont

montré un gain de performance dans le diagnostic autant au niveau biologique avec le dosage
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des peptides amyloides et de la protéine Tau qu’au niveau de l'imagerie avec I'IRM, le Pet-
scan et la scintigraphie [145].

Les biomarqueurs apportent une aide precieuse pour la stratification des patients
Alzheimer et leur utilisation en complément des marqueurs cliniques, neuropsychologiques et
radiologiques diminue les biais de recrutement.

Dans le but de sélectionner des patients MCI ayant une forte probabilité de convertir
en maladie d’Alzheimer, I’utilisation des biomarqueurs améliore la puissance statistique de
I’étude en ciblant mieux la population de départ puisqu’ils font parties des outils
diagnostiques les plus prédictifs du déclin cognitif dans cette population comme on I’a vu
dans le paragraphe précédent.

Méme si actuellement, les marqueurs biologiques disponibles ne sont pas modulés par
les molécules en développement et ne peuvent servir a mesurer leur efficacité potentielle,
cette utilisation reste une perspective intéressante car ils représentent un moyen robuste et
quantifiable de valider I’activité des traitements. On peut par exemple envisager qu’ils
puissent étre utlises a moyen terme pour évaluer les nouvelles molécules ciblant la cascade

amyloide ou la protéine Tau.

La place des différents biomarqueurs dans les essais cliniques est résumée dans le

tableau suivant (Tableau XI1I).
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Type de biomarqueur Diagnostic | Enrichissement  Stratification Evaluation = Mécanisme
de population de l'effet d'action

Bio-LCR AP (40+42) +++ ? + ¥ bt
Tau totale ++ ? - + 4
pTau ++ ++ + + +++
IATI +++ ? ? + e+
BACE 1 + - ’) +++

Bio-plasma A (40+42) - + - + ++

Bio-autres Inflammatoires | - - - - +
Vasculaires - - - - +

Génétiques  Statut ApoE - +++ +++ - +
Kits et set de - - - - +
genes

Imagerie PET (charge +++ +++ ++ ++ +4++
amyloide)
FDG-PET ++ ++ ++ +++ +
fIRM - - - ¥ _
SPECT + - - + )
IRM ++ + ++ +++ -
morphologique (+tolérance)

Neurophysiol | EEG/ - + + ? -

ogie Potentiels
évoqueés

Cognitif Sd amnésique | +++ +++ + ++ -
hippocampique

Tableau XII : Place des différents biomarqueurs dans les essais cliniques [146].

Un consensus a déterminé quels biomarqueurs sont a utiliser en fonction de I'essai

clinique au stade précoce de la maladie d'Alzheimer (Tableau XII1).

. . Biomarqueur du
Biomarqueur Biomarqueur . . .
. . ,, . mécansime (molécule
diagnostique d'évaluation .
dépendant)
1ére intention IRM + LCR FDG LCR + plasma
2°™ intention IRM + imagerie IRMv Imagerie amyloide
amyloide
3™ intention IRM + FDG

Tableau XII1 : Biomarqueurs a utiliser en fonction de I’essai clinique au stade précoce de la
maladie d’Alzheimer [146].
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Comme le montrent les tableaux XII et XIII, I’apport des biomarqueurs dans les essais
cliniques se situe principalement au moment du diagnostic afin d’améliorer le recrutement des
patients dans les études mais également au moment d’évaluer I’intérét potentiel des
différentes molécules a I’essai dont les mécanismes d’actions font intervenir les marqueurs
[146].

Les principales recommandations pour I’utilisation des biomarqueurs dans les futurs
essais cliniques sont les suivantes [144] :

- standardiser les aspects techniques de préléevement, de conservation et de
mesure chez I’animal et chez I’homme et valider les performances de chaque
marqueur

- éviter l'utilisation d’un marqueur unique comme critere décisionnel dans un
essai

- lorsqu’un biomarqueur est directement lié au mécanisme thérapeutique d’une
molécule a I’essai, il peut étre utilisé pour décider de la poursuite ou non de
I’essai ; dans les autres cas, le biomarqueur n’est qu’un indicateur

- n’utiliser que les biomarqueurs validés actuellement : tous les nouveaux
marqueurs ne peuvent étre utilisés tant qu’ils n’ont pas été suffisamment

étudiés et validés chez I’lhomme

L apport réel des biomarqueurs dans les essais cliniques sera connu a la fin des études
actuelles et futures. D’un point de vue du diagnostic initial des patients, il ne fait aucun doute
que I’apport des biomarqueurs en plus des criteres cliniques et/ou radiologiques est réel,
notamment pour les recrutements aux phases prodromale et prédementielle [147]. Par contre,
il est évident qu’une molécule n’entrainant qu’une modification de marqueurs sans bénefice
sur le plan clinique serait une déception, aussi bien pour I’intérét thérapeutique de cette

molécule que pour I’intérét des biomarqueurs dans les essais cliniques.

1. 4. Limites de ces biomargueurs

L’interprétation précise de ce bilan biologique nécessite de connaitre les limites des
biomarqueurs utilisés, aussi bien sur le plan analytique que sur le plan de la corrélation

clinico-biologique [148].
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Tout dabord, il est important de préciser que la majorité des études sur le sujet
catégorise les patients sur un diagnostic probabiliste de maladie d’Alzheimer utilisant des
criteres cliniques et paracliniques : le diagnostic de certitude, nécessitant une étude
histologique, est donc rarement posée. De plus, les démences ne sont pas toujours des entités
pures : des lésions neuropathologiques de maladie d’Alzheimer et de MCL sont souvent
présentes simultanément dans le cerveau ainsi que des lésions de démence vasculaire. De
méme, les sujets considérés comme non déments dans les essais cliniques peuvent ne
présenter aucun symptome démentiel mais avoir d’ores et déja des lésions neuropathologiques
sous-jacentes [117].

Des biais de recrutement ne peuvent donc étre exclus: les corrélations entre le
diagnostic clinique et autopsique de la maladie d’Alzheimer varient de 67 a 90% selon les
centres [149]. Des études sont en cours actuellement, mais les resultats ne seront connus que
lorsque les patients ayant benéficié d’une ponction lombaire décéderont et que leurs cerveaux
pourront étre observés. Une étude belge a tout de méme comparé les performances du
diagnostic clinique et du diagnostic biologique aprés confirmation anatomopathologique
postmortem. La population de I'étude comprenait des patients Alzheimer, des patients
déments non Alzheimer et des controles : la conclusion est l'absence de différence
significative entre les 2 démarches : 81,6% des diagnostics cliniques sont exacts contre 82,7%
des diagnostics biologiques [150].

Il faut noter également les difficultés techniques du dosage et notamment I’importance
de I’étape préanalytique : du prélevement au stockage des échantillons, différents facteurs
peuvent influencer la fiabilité analytique du dosage des biomarqueurs [151]. A titre
d’exemple, les facteurs influencant le dosage du peptide AP et les recommandations qui en

découlent sont représentés dans le tableau suivant (Tableau XIV).
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Facteurs influencant

Explications

Recommandations

Il existe un gradient des taux
d’Ap entre les ventricules et

la moelle épiniére

Le taux d’AB dans le LCR
est 50% plus faible au niveau
ventriculaire par rapport au

niveau lombaire

Prélever un volume constant de
LCR (10-12mL), bien
homogénéiser et préciser la

localisation

AP s’adsorbe sur les parois

des tubes

Le taux d’AB diminue
rapidement si le LCR est
prelevé dans un tube

plastique classique

Le LCR doit étre préleve dans

un tube en polypropyléne

AP ne se conserve pas bien a

température ambiante

Une diminution de 20% du
taux d’Ap est observée
lorsqu’il est conservé a 4°C

ou & 18°C pendant 2 jours

Les échantillons doivent étre

stockés congelés a -80°C

AP est sensible a la

congélation/décongélation

Plusieurs cycles de
congélation/décongelation
entrainent une diminution

d’Ap de 20%

Aliquoter plusieurs volumes
faibles d’échantillon et
décongeler aliquote par

aliquote

Un prélevement
hémorragique interfére sur le

dosage

Le dosage d’ AP est altéré par
la liaison avec différentes

protéines plasmatiques

Eviter les prélevements
hémorragiques, centrifuger et

aliquoter rapidement

Le taux d’Ap varie dans le

nycthémere

Il existe des variations en
fonction du moment du

prélevement de 1,5 a 4 fois

Réaliser la ponction lombaire

au méme moment de la journée

AP est sensible & I’oxydation

Il existe une oxydation d’Af}
dépendante du temps de

I’exposition a I’air

Eviter au maximum
I’exposition a I’air de

I’échantillon

Tableau X1V : Facteurs influencant le dosage du peptide A et les recommandations qui en

découlent [44].

La présence d’un gradient de concentration du peptide AB le long de la moelle épiniere

nécessite que le prélévement soit réalisé au méme endroit pour tous les patients : PL en L3-L4

ou L4-L5. Une hypothese proposée pour expliquer ce phénomeéne serait qu'au cours de la

maladie d'Alzheimer, I'atrophie cérébrale qui s'installe tend a élargir le volume ventriculaire et
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pourrait créer un effet de dilution sur certaine protéine au niveau ventriculaire avec la création
d'un gradient ventriculolombaire [128].

Une autre limite de ces biomarqueurs est I’absence de normes universelles
reconnues ainsi que de controles standardises : chaque laboratoire doit établir ses propres
normes et seuils. De plus, des résultats différents sont retrouvés dans les études en fonction
des centres, méme lorsqu'ils utilisent la méme technique ELISA : ainsi 2 études utilisant la
méme technique ELISA ont une variation de 354% des valeurs moyenne de Tau totale dans
leur groupe controle respectif (106 pg/mL contre 375 pg/mL) [117]. Il est possible que cette
différence provienne du recrutement des sujets contrbles non déments mais présentant des
Iésions infracliniques et donc des biomarqueurs déja perturbés. Toujours est-il qu'il est
difficile d’expliquer ces différences impressionnantes qui peuvent provenir de n’importe
quelle étape du processus. Il est clair qu’une harmonisation des pratiques est nécessaire entre
les centres. Un programme multicentrique international a réalisé récemment les dosages des 3
biomarqueurs standard par différents laboratoires sur les mémes échantillons poolés et
considérés comme un contrdle qualité ; les résultats de la 1°° étape sont parues: les
coefficients de variations entre les différents laboratoires varient de 13 & 36%. Dans cette
étude, la phase pré-analytique étant bien controlée, il semble s’agir réellement d’un probléme
analytique pur [152].

Les observations des perturbations des biomarqueurs au cours de la maladie
d'Alzheimer sont nombreuses et bien documentées. Neanmoins, les mécanismes ne sont
toujours pas clairement compris. L'hypothese expliquant que la réduction de la concentration
d'AP4, dans le LCR soit corrélée a sa séquestration dans les plaques amyloides sous formes
d'oligomeéres est seduisante mais elle n'explique pas tout et notamment pas qu'une reduction
de ce peptide soit également décrite dans des pathologies en I'absence de plaque comme
I'nydrocéphalie & pression normale [128] ou les méningites bactériennes [129] erturbations
observées sont certainement de mécanismes multiples et des études complémentaires sont
encore nécessaires pour les identifier correctement.

Enfin, le probleme majeur des biomarqueurs provient du fait que le seul dosage ne
permet pas toujours de faire le diagnostic différentiel avec les autres causes de démences,
principalement degénératives. Méme combinés et quelle que soit la formule choisie, il arrive

que les biomarqueurs ne soient pas interprétables car discordants.
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Les limites des biomarqueurs standards ont ouvert la voie a I’étude d’autres marqueurs
biologiques susceptibles d’apporter de nouvelles solutions. L’utilisation d’autres
biomarqueurs mais aussi des données cliniques, neuropsychologiques et radiologiques
peuvent apporter des informations supplémentaires permettant d’améliorer les performances

diagnostiques.

1.5. Les autres marqueurs du LCR

Les 3 principaux biomarqueurs sont désormais précieux dans le diagnostic de la
maladie d'Alzheimer. Pourtant, ils ne permettent pas toujours de conclure. Cette situation

n’est pas si rare, ¢’est pourquoi d’autres marqueurs sont a I’étude.

1.5.1. Peptide B-amyloide 1-40 (AB40)

La maturation de la protéine APP aboutit a la formation de peptide A dont la forme
majoritaire est le peptide APs. Le peptide ABs, (environ 10% du peptide AP totalpstr
hydrophobe étant le principal constituant des plaques amyloides [153].

Par spectrométrie de masse, 3 formes majoritaires de peptide AP sont retrou¥es dans

le LCR : AB4o, APss et AB4, comme le montre le graphe ci-dessous (Figure 15).

4000 4250 4500 4750

(]

[LCR Beta Amy loides ]

4000 4250 4500 4750

Figure 15 : Formes majoritaires de peptide Af caradrisées par spectrometrie
de masse [68].
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Le peptide APaso, largement prédominant dans le cerveau et le LCR, est considéré
comme étant le reflet de la charge globale en peptidp dans le cerveau. Wiltfang et al.
(2007) ont établi que les concentrations d’A& 4 des patients suivent une distribution de type
gaussienne. Dans son étude, la concentration moyenne est de 9426 pg/mL et les sujets
peuvent étre classés en fonction de leur charge amyloide forte (supérieure a 12 139 pg/mL) ou
faible (inférieure & 6 713 pg/mL) (Eigure 16) [154].

= Ty
el 7 2h

u] 2000 4000 G000 2000 10000 12000 14000 15000 48000
ABx40 in CSF {(pg/mL)
Figure 16 : Répartition des valeurs d’A8 4 dans le LCR, reflet
de la charge amyloide totale dans une population [154].

A I'inverse du peptide APa4, le taux de peptide AP4o dans le LCR ne varie pas ou
augmente trés faiblement au cours de la maladie d’Alzheimer [44, 88, 112, 155, 156, 157].
L’étude de Bibl et al. (2007) retrouve des valeurs moyennes de peptide AP semblables chez
des patients non déments (8 420 pg/mL), des patients Alzheimer (8 270 pg/mL) et des patients
atteints de DFT (8 670 pg/mL) [96].

Dans les DLFT, plusieurs études notent des valeurs d’ A4 plus faibles que dans les
groupes contrdles ainsi que dans d’autres pathologies comprenant la maladie d’Alzheimer ou
d’autres pathologies neurologiques [124, 125, 158].

Dans I’étude de Kester et al. (2011), les taux d’Aso S’élévent avec le temps chez des
patients non déments (+ 610 pg/mL/an), Alzheimer (+ 430 pg/mL/an) et MCI (+ 280
pg/mL/an) [159]. A I’inverse, une étude utilisant comme modeéles animaux des chiens note

que, malgré I’élévation de la charge en peptide B dans le cerveau des ani maux avec I’age,
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les valeurs de peptide AP dans le LCR restent stables contrairement aux taux de peptide
AP42 qui lui diminuent [160].

Certains auteurs suggerent que le taux de peptide ABs, dans le LCR ne soit pas
suffisant et qu’il soit nécessaire de le rapporter a la charge amyloide globale en utilisant le
ratio APao/ABs pour différencier les malades d’Alzheimer des sujets sains et des autres
démences. En effet, on retrouve chez les patients ayant une charge amyloide faible des taux de
peptide ABa2 qui pourraient paraitre faussement diminués [161, 162].

Des études ont donc évalué I’interét de ce ratio dans le diagnostic de la maladie
d’Alzheimer. Les résultats de I’étude menée par Lewczuk et al. (2004) montrent que
I’utilisation du ratio ABs2/AP4o pour discriminer des sujets non dements de sujets Alzheimer
n’est pas significativement plus discriminante que le dosage d’Afs, seul, méme si sa
spécificité est légerement supérieure a celle du peptide A4, seul (94% vs 86,7%) [112]. En
utilisant un seuil & 0,0975, le ratio AP4./AB4o permet un diagnostic pertinent pour 90,8% des
patients Alzheimer (ratio inférieur au seuil) par rapport a des patients sains contre 87% pour
APz seul [112].

En outre, plusieurs autres études ont montré que ce ratio pourrait présenter un interét
réel dans le diagnostic différentiel des démences en améliorant la discrimination entre les
patients Alzheimer et ceux atteints de démences non Alzheimer. Spies et al. (2010) observent
une différence significative du ratio APs2/Aao entre le groupe Alzheimer (0,12) et les autres
démences : DFT (0,23), MCL (0,18), demence vasculaire (0,23) et contréle (0,21) [163].
D’autres études confirment ces résultats. Pour Bibl et al. (2011), la conclusion est la méme
puisqu’il y a une différence significative des valeurs du ratio entre le groupe non déments
(0,158), le groupe DFT (0,158), le groupe aphasie primaire progressive (0,148) et le groupe
Alzheimer (0,064) [125]. Pijnenburg et al. (2007) observent quant a eux une diminution du
ratio ABs2/ABao chez les sujets Alzheimer (0,017) par rapport aux sujets contréles (0,035) ou
atteints de DFT (0,057) [124].

Ces études s'accordent donc sur le fait qu'il existe une diminution du ratio ABa2/APao
dans la maladie d’Alzheimer mais les valeurs retrouvées sont différentes entre les études ;
APy4o étant dosé dans le cadre de la recherche, les dosages ne sont pas encore standardisés
entre les centres. Chaque laboratoire doit évaluer ses propres valeurs seuils qui ne sont pas
forcément comparable entre les centres. De plus, nous avons vu précedemment qu’il existe de

grande variabilité inter-laboratoires dans le dosage d’ABa..
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L’intérét du dosage d’B 40 est d’ajuster la variation interindividuelle de la charge
amyloide totale et de conclure grace au ratio ABs/ABs Si le taux de peptide APas, est
réellement dimunué ou s’il est simplement corrélé a la quantité de peptide amyloide produite
[154]. 1l est possible de représenter ce ratio sur un graphe : la ligne seuil du ratio AB42/APao
sépare les patients ayant une réelle diminution du peptide ABs, (en dessous de la ligne) de
ceux qui n’en n’ont pas (au dessus de la ligne) (Eigure 17).
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Figure 17 : Représentation d’Af4, en fonction d’AB40 et ligne seuil du ratio APss/APao.

Une étude non publiée menée par le laboratoire Innogenetics® a fixé le seuil

décisionnel pour le ratio ABs2/APaso a 0,05.

Le ratio APs/APs semble étre plus performant ; il pourrait donc apporter une aide
supplémentaire lorsque le dosage d’Af4, seul ne permet pas de conclure ou lorsque les 3
principaux biomarqueurs sont discordants. Ci-dessous, la représentation d’un arbre
décisionnel permettant de déterminer les cas ou le pepfide A 4 pourrait étre utile en

complément des 3 autres marqueurs habituels (Figure 18).
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Figure 18 : Arbre décisionnel de la démarche diagnostique de la maladie d’Alzheimer
incluant le peptide Af .

Le ratio a également été étudié dans une population de patients MCI : sur une période
de 5 ans, le ratio APs/APs est significativement plus faible chez les patients qui ont
développé une maladie d’Alzheimer par rapport aux patients dont I’état s’est stabilisé sur le
plan cognitif mais également par rapport aux patients ayant développés une autre forme de
démence : le seuil du ratio utilise dans cette étude est 0,095 et il permet de préedire
I’évolution en maladie d’Alzheimer chez des sujets MCI avec une sensibilité de 87% et une
spécificité de 78% contre 93% et 53% pour AP, seul [154]. Une autre étude a calculé la
valeur du ratio dans 3 groupes de patients & 2 ans d’intervalle : des controles, des MCI stables
et des MCI ayant évolués en malades d’Alzheimer durant la période d’observation. La encore,
le ratio AB2/APao est significativement plus faible dans le groupe MCI qui évolue en maladie
d’Alzheimer par rapport aux 2 autres groupes ; I’étude ne note pas de différence entre les
sujets contrdles et les MClI stables. Par ailleurs, les dosages effectués au début de I’étude et au
terme des 2 ans du suivi ne notent pas d’évolution des valeurs du ratio dans les 3 groupes
[164].

Les auteurs concluent que la diminution du ratio AB4,/AB4o semble plus précoce que la
diminution d’AP4, seul, ce qui pourrait permettre un diagnostic de maladie d’Alzheimer a un
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stade predémentiel. Cette constatation améne tout de méme a une interrogation : il est difficile
d’expliquer comment le ratio ABs/APs puisse étre plus précoce qu’Afs seul si I’on
considére qu’AB 4 ne varie pas au cours de la maladie d’Alzheimer. Les auteurs ne donnent
pas de justification de leur conclusion et d'autres études sont nécessaires pour conforter ou

non cette observation.

1.5.2. Autres formes du peptide AB

En dehors des peptides ABa, et ABgo, le LCR contient pres de 20 formes tronquées de
peptide A identifiées aussi bien aux extrémités N-terminale que C-terminale [44, 153]. La
production de ces peptides hétérogenes est la conséquence de la capacité des - et y-secretases
a agir au niveau de différents sites de clivage d’APR. La -sécrétase peut conduire a la
libération de peptides de 38, 40, 42 ou 43 acides aminés. De plus, plusieurs autres especes
peuvent étre détectées dans le LCR (A 37, APsg) ; ces formes font suite & I’action d’enzymes
impliquées dans la dégradation du peptide A et piésentes dans le cerveau et le LCR [110].
Les techniques utilisées pour la séparation de ces différentes formes sont principalement

I’immunoélectrophorése et la spectrométrie de masse (Figure 19).

AB 1-37

AB 1-38
AB 1-39

- AB 1-40
— i

Figure 19 : Electrophorese des différentes espéces de peptides Aj [96].

La quantification de ces peptides, dont les variations sont indépendantes du sexe et de
I’age, a permis de connaitre leur proportion dans le LCR (ABao > APss > APa2 > APsg > APs7)
[130].

98



Des études ont donc cherché a savoir si le dosage de ces différentes formes tronquées
pouvait avoir un intérét dans le diagnostic des démences. Trés réecemment, Bibl et al. (2011)
ont montré que les taux moyens de peptide APsg dans le LCR d’une population de sujets sains
sont plus faibles (857 pg/mL) que ceux mesurés dans le groupe malades d’Alzheimer (984
pg/mL) alors que les taux du peptide APgo restent stables. Ainsi, le ratio ABss/ABso est
significativement augmenté dans le groupe Alzheimer (0,165) par rapport au groupe témoin
(0,134). Les valeurs d’APsg dans la DFT (623 pg/mL) et I’aphasie primaire progressive (806
pg/mL) sont plus faibles suggérant que ce peptide soit le plus spécifique pour différencier les
malades d’Alzheimer des patients souffrant de DFT [124].

L’interét du dosage d’APsg a également été évalué dans le diagnostic différentiel entre
la maladie d’Alzheimer et la MCL. Aucune différence significative entre les deux pathologies
n’a été observee dans I’étude de Bibl et al. (2006) [98]. Cependant, cette étude a mis en
évidence un interét potentiel du ratio ABs,/APss qui serait plus discriminant que le dosage
d’AB42 seul pour différencier la maladie d’Alzheimer de la MCL. La valeur seuil de 0,438
discrimine les 2 pathologies avec 83% de sensibilité et 84% de spécificite [98].

Le dosage du peptide APs7 a également été proposé et montre des taux legérement plus
élevés dans la maladie d’Alzheimer par rapport aux sujets non déments ou atteints d’autres
démences tandis que les valeurs d’ A4, sont plus faibles. Ainsi, des différences significatives
ont été observées entre les groupes pour le ratio ABs/APs7 : groupe maladie d’Alzheimer
(0,61), groupe non déments (1,33), groupe MCL (0,86) et groupe maladie de Parkinson
(0,98). L’utilisation d’un seuil a 0,848 permet de discriminer les patients Alzheimer des sujets
non déments avec une sensibilité et une spécificité de 87% [165].

En immunoprécipitation couplée a la spectrométrie de masse, Portelius et al. (2006)
ont mis en évidence dans le LCR des peptides de taille inférieure a celle d'AB 37, dont le plus
petit est APss. lls ont ensuite cherché a discriminer des patients Alzheimer de sujets sains a
I'aide de ces différentes formes tronquées : c'est le peptid®@ A 16 dont la concentration est
élevée dans le LCR des patients Alzheimer qui discrimine le mieux ces 2 groupes, suivi par
les peptides APa2, ABss et APsg [166].

La représentation ci-dessous (Figure 20) montre qu’aprés analyse en spectrométrie de
masse, les LCR d'un patient Alzheimer (au dessus) et d'un controle (en dessous) contiennent
des formes et especes différentes et diverses suggérant que ces peptides pourraient avoir un

interét dans le diagnostic.
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Figure 20 : Spectre des différents peptides AS chez un patient Alzheimer (au
dessus) et un patient normal (en dessous) [166].

Bien que ces résultats soient encourageants, I’étude de ces isoformes dans les
différentes pathologies neurodégénératives n’a, pour le moment, pas permis une avancee
particuliere dans le diagnostic. Cependant, la découverte assez récente de ces isoformes est
tout de méme prometteuse mais, a I’heure actuelle, la recherche doit encore persévérer, tant au
niveau technique de dosage qu’au niveau implication diagnostique, pour faire la part des

choses sur ce qui peut avoir un réel impact dans la maladie [109].

1.5.3. Les oligomeres d’Afq,

Lorsqu'il s'accumule, le peptide APs, S’agrége rapidement formant ainsi des
oligoméres solubles puis des fibrilles insolubles et toxiques. Les oligomeres dfAsont
synaptotoxiques et largement impliqués dans l'initiation des processus neurodégénératifs de la
maladie d'Alzheimer [45]. En effet, ils sont produits dans le cerveau bien avant I'apparition
des plaques amyloides et bien avant les premiers signes cliniques de la maladie [44]. In vitro,
une préparation d'oligomeéres de peptides AP est jusqu'a 40 fois plus toxique pour les neurones
qu'une préparation de monomeres de peptides AP [167].

Dés lors, I’idée de doser non plus les monomeéres de peptide AB4, mais les oligomeres,

agents toxiques précoces de la maladie, a été proposée. La taille de ces oligomeres peut varier
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de 8 kDa a plus de 100 kDa [45]. L’inconvénient majeur de ce dosage est I’hétérogénéité des
especes oligomériques rendant tres difficile la standardisation du dosage et la nécéssité
d’utiliser des techniques extrémement sensibles (cytométrie de flux, spectrométrie de masse,
technique d’amplification du signal) [44, 162].

Dans toutes les études ayant mesuré les formes oligomériques d’Ap dans le LCR, une
augmenation de leur concentration a été mis en évidence, quelque soit la technique utilisée,
suggérant que la diminution du taux de peptide AP, mesuré a I’aide des kits ELISA standards
puisse étre corrélée a une augmentation des formes oligomériques. A titre d’exemple, I’étude
de Georganopoulou et al. (2005), a permis de détecter des concentrations de peptigg A
oligomériques de I’ordre du fM et a mis en évidence une élévation de sa concentration dans le
LCR de patients Alzheimer par rapport a des sujets contréles [168]. Des techniques associant
I'immunocapture a la spectrométrie de masse sont également a I'étude [110].

Le dosage par une technique compatible avec une analyse de routine comme I’ELISA
nécessite soit une dénaturation des oligomeéres qui sont de tailles variables, soit I’utilisation
d’un anticorps reconnaissant un épitope non masqueé par I’oligomérisation [169]. Fukumoto et
al. (2010) ont validée une technique ELISA spécifique des molécules de haut poids
moléculaires et ont obtenu les mémes conclusions [114]. De méme, dans une étude calculant
la proportion d’oligoméres d’AP4, par rapport au peptide APg, total & I’aide d’un ELISA et
d'un Western blot, les auteurs notent une élévation des oligomeéres dans le groupe maladie
d’Alzheimer (2,14) et dans le groupe MCI (1,96) tandis que le groupe contrdle présente une
valeur plus faible (1,01) [45].

VVon Helmond et al. (2009) ont également montré I’interét d’un dosage par méthode
ELISA des oligoméres d’Afa, dans le tissu cérébral a I’aide de 2 anticorps monoclonaux et
retrouvent des quantités d’oligomeres significativement plus élevées dans les cerveaux de
patients souffrant de la maladie d’Alzheimer par rapport a des cerveaux contrdles alors que le
dosage des oligomeéres d’/A 40 n’est pas différents dans les 2 groupes [169]. Les auteurs ne
donnent pas les valeurs retrouvées mais révélent que si les dosages d’oligoméres d’Ap,, sont
biens différents dans les 2 groupes quelque soit I’anticorps utilise, les valeurs sont différentes
et jusqu’a 10 fois plus importante en fonction de I’anticorps choisi.

D’autres études ont tenté d’isoler ces oligomeres dans le tissu cérébral par différentes
techniques, comme I’ultracentrifugation avec extraction sequentielle, et les résultats sont
variables : Kuo et al. (1996) rapportent que des cerveaux de patients Alzheimer contiennent 6
fois plus d’oligomeres d’AP que des cerveaux sains tandis que Wang et al. (1999) trouvent

que les oligoméres d’AB4o et d’ AP, constituent la fraction majeure du peptide AP total dans
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des cerveaux normaux et la fraction la plus faible dans des cerveaux Alzheimer [169, 170,
171].

Le lien entre l'augmentation des oligomeres de pepfidelads le LCR et la
physiopathologie de la maladie d'Alzheimer semble tout de méme particulierement pertinent
au vu des données publiées a partir d’expériences menées chez des animaux modéles de
maladie d’Alzheimer qui montrent une corrélation entre le pool d’A soluble et les troubles
cognitifs et synaptiques. Néanmoins, les difficultés analytiques limitent le nombre d'études

validant ce marqueur.

1.5.4. L’a-Synucléine

L’a-Synucléine est le composant majeur des corps de Lewy, principale lésion touchant
le cerveau des malades atteints de la MCL [69]. Présente également dans d’autres pathologies
neurologiques comme la maladie de Parkinson, il a été développé lea concept d’ -
synucléinopathies, paralléelement a celui de tauopathies, englobant la MCL, la démence de la
maladie de Parkinson et les atrophies multisystématisées [172]. Cette protéine cytoplasmique
constituée de 180 acides aminés est principalement présente au niveau des régions terminales
présynaptiques des neurones [173]. Son réle exact n’est pas encore élucidé mais elle semble
intervenir dans la neurotransmission par l'intermédiaire du transport et de la régulation des
vesicules synaptiques [120]. Elle pourrait egalement avoir un role dans la plasticite
synaptique et dans la synthese de dopamine [174]. Elle est présente dans le cerveau a I’état
physiologique mais s’oligomérise pour former des filaments contenus dans des inclusions
cytoplasmiques disséminées dans le cortex appelées corps de Lewy [68]. La perte neuronale
et synaptique et la présence de ces corps de Lewy sont corrélées aux symptémes cliniques
observés dans la MCL [172].

L'a-synucléine est présente dans le LCR et dans le plasma chez des sujets sains et de
plus en plus d'études explorent le potentiel diagnostique de son dosage : une diminution de sa
concentration dans le LCR a été retrouvee chez des sujets ages en bonne santé, et de maniére
plus prononcée chez les patients atteints de la maladie de Parkinson tandis que parallelement
la concentration en oligomeres semble accrue [175]. L'utilisation de ce marqueur pourrait
ainsi apporter une aide dans le diagnostic de la maladie de Parkinson. Neanmoins, I’étude de
Kasuga et al. (2010), retrouve des valeurs significativement plus faibles d'a-synucléine dans

le LCR de patients atteints de MCL par rapport aux patients Alzheimer et aux autres
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démences [176]. D'aprés cette étude, I'utilisation de l'a-synucléine pourrait aider au diagnostic
de la MCL. A I’inverse, Ohrfelt et al. (2009) ont montré que les valeurs d'a-synucléine dans le
LCR sont similaires dans les différents groupes a l'exception du groupe Alzheimer ou les
concentrations sont significativement plus faibles que dans les groupes contrdle, maladie de
Parkinson et MCL [174]. Par ailleurs, les auteurs notent une corrélation entre les valeurs @ -
synucléine et le score au MMS des patients du groupe Alzheimer suggérant que le taux d'a-
synucléine pourrait étre inversement proportionnel a I'intensité de la perte synaptique et des
troubles cognitifs dans la maladie d'Alzheimer [174]. Enfin, I’étude de Noguchi-Shinohara et
al. (2009) n’a pas mis en évidence de différence significative entre les taux d'a-synucléine
dans le LCR de patients Alzheimer (49,3 pg/mL) par rapport a des patients atteints de la MCL
(44,7 pg/mL). Les auteurs ne retrouvent pas non plus de corrélation entre les scores au MMS
et les taux d'a-synucléine, que ce soit dans le groupe Alzheimer ou dans le groupe MCL
[177].

Les résultats d'études comparant le dosage d@' -synucléine dans diverses pathologies
neurologiques sont contradictoires. Des problemes analytiques et I'absence de standardisation
limitent le nombre d'études comparables et pertinentes. En effet, les anticorps utilisés dans les
dosages ELISA ne reconnaissent pas tous le méme épitope et il n'existe pas, a I'neure actuelle,
d'évaluation de ces différents anticorps. De plus, les concentrations mesurées sont tres faibles
et nécessitent une étape de concentration altérant potentiellement la protéine [178]. Tout
comme la diminution du peptide ABs, dans la maladie d'Alzheimer, la diminution de l'a-
synucléine pourrait étre liée & son oligomérisation puis & son agrégation ; les études futures
devront comparer les dosages de ces formes oligomériques [68, 179]. Le ratio oligomére d'a-
synucléine/a-synucléine totale pourrait notamment étre interessant. De plus, comme la
protéine Tau, b -synucléine subit des modifications post-traductionnelles, notamment des
phosphorylations dont certaines favoriseraient son agrégation : le dosage de ces différentes
formes pourrait étre plus spécifique des synucléinopathies [178].

Il existe un lien entre MCL et maladie d'Alzheimer puisque les lésions neurologiques
des 2 maladies sont freqguemment retrouvées simultanément dans le cerveau des malades [69]
. ces 2 pathologies sont rarement pures et la présence d' -synucléine dans les plaques
amyloides des malades d'Alzheimer n'est pas rare ; ceci peut influencer en partie sur les
concentrations d' a-synucléine dans le LCR de patients Alzheimer et biaiser les études
comparant les taux dans les 2 pathologies [180]. In vitro, la synaptotoxicité des oligomeres d'
a-synucléine semble d‘ailleurs étre renforcée par la présence de peptide A4, tandis que ce

phénomene n'est pas décrit avec le peptide B 4 ce qui suggére un effet direct d'APa,. Cette
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potentialisation conforte les nombreuses observations anatomopathologiques de l'association
de plaques amyloides et de corps de Lewy [181]. Une autre hypothese justifiant les résultats
discordants de ces différentes analyses vient d'une analyse retrouvant des taux d'a-synucléine
trés élevés dans le cerveau de patients postmortem suggérant que les concentrations d'o-
synucléine soient plus influencées par la mort neuronale que par son accumulation dans le
cerveau et que par conséquent le dosage soit principalement le reflet de la souffrance
neuronale, quelque soit son origine [182].

A I'heure actuelle, il ne semble pas possible de différencier la maladie d'Alzheimer de
la MCL ni méme des autres démences a l'aide de ce marqueur [120]. Elle n'est pas un
marqueur de diagnostic positif de la maladie d'Alzheimer. Son dosage dans le LCR ne peut
pas étre utilisé dans la démarche diagnostique des démences a I'heure actuelle, ni méme dans
le diagnostic positif de la MCL. Des études supplémentaires sont encore nécessaires pour

valider ce marqueur.

2. Les biomargueurs dans le serum

Le marqueur idéal doit, entre autres, étre facilement réalisable ; la PL, qui nécessite un
préleveur expérimenté, un équipement médical adequat et une préparation minimale du
patient, ne répond pas a ce critére, notamment dans le cadre d’un dépistage généralisé. Si les
conditions du prélévement sont contraignantes, la PL demeure un geste simple, avec trés peu
de complications secondaires: d’aprés Andreasen et al. (2001), 4,1% des patients ont
ressentis une cephalée apres ponction lombaire, et seulement 2% dans I'étude de Blennow et
al. (1993) [183, 184]. D’apres Peskind et al. (2005), la prévalence du syndrome post-PL est
inférieure a 1% dans la population de patients présentant des troubles cognitifs [185]. Chez
les personnes ageées, le geste est tout de méme rendu difficile par un rachis dégénératif avec
des massifs articulaires volumineux associés a des troubles de la statique a type de scoliose ou
de tassements vertébraux [186].

C’est pourquoi, le prélevement veineux pour I’étude des marqueurs dans le sérum est
indispensable. Il permettrait d'étendre le dépistage a une plus large population. De plus, dans
les essais cliniques, le suivi defficacité d'un traitement nécéssitant de reitérer une ponction
lombaire a intervalle régulier est peu acceptable par les patients.

Aux vues des variations des marqueurs dans le LCR chez les malades d’Alzheimer

par rapport aux contréles, ce sont ces mémes marqueurs qui ont été étudiés dans le sérum ou
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le plasma. Les deux principaux peptides, ABa2 et APao, sont présents dans le sérum et peuvent
étre doses par des méthodes de type ELISA [187].

Il convient avant tout de rappeler l'origine du peptide AP circulant. Certes, une partie
semble provenir du clivage de la protéine APP neuronale et étre le reflet de la clairance du
peptide AP a travers la barriere hématoencéphalique [188]. Cependant, il existe une
production périphérique dont la principale source est représentée par la protéine APP des
plaquettes [189]. En effet, la quantité de protéine APP contenue dans les granuldss
plaquettes est comparable a la quantité d'APP cérébrale. Dailleurs, 90% de la production de
peptide AP circulant provient des plaquettes [190] et sa libération est augmentée lors de
I’activation plaquettaire. Freeman et al. (2007) montrent d’ailleurs I'absence de corrélation
entre les taux de peptides APso €t APs2 mesurés dans le plasma et dans différentes régions
cérébrales chez les mémes patients atteints de la maladie d'Alzheimer [191]. Au vu de ces
remarques, le lien physiopathologique entre les taux plasmatiques de peptides AP et sa
production cérébrale est peu convaincante et les dosages périphériques semblent peu
pertinents.

D’ailleurs, les études menées sur la place du peptide AB sanguin dans le diagnostic de
la maladie d’Alzheimer montrent des résultats trés variables. Les études animales chez la
souris notent une association entre la progression des dép6ts amyloides dans le cerveau et la
diminution des taux de peptides AP dans le LCR ainsi que dans le plasma [192]. Chez
I’THomme, cette association au niveau plasmatique n’est pas retrouvée.

Giedraitis et al. (2007) notent une corrélation entre les taux de peptides AP, et ABao
dans le LCR et le plasma mais seulement chez les sujets contrdles. La diminution d'Ap. et du
ratio APs2/APs observé dans le LCR des patients Alzheimer n'est pas retrouvée dans le
plasma : il n’a pas été observé de corrélation entre le plasma et le LCR qui traduirait une
perturbation de I'équilibre du peptide AP entre les 2 compartiments. Aucune différence
significative entre les taux d'APs, et d'APs dans le plasma entre le groupe controle et le
groupe Alzheimer n’a été mise en évidence [187]. Sundelof et al. (2008) ont mené une étude
prospective sur la pertinence des dosages plasmatiques d’ AP, et d’ABso chez des patients non
déments, 4gés en moyenne de 77 ans, et retrouvent une augmentation du risque de développer
une maladie d’Alzheimer lorsque les valeurs d’AP4 plasmatiques sont faibles [193]. Par
contre, la diminution du peptide AP, observée n’est pas significativement associée a ce
risque. Pour Seppélé et al. (2010) une diminution des taux plasmatiques d’AP4, et du ratio
AP42/APao est observée chez des patients présentant une diminution des fonctions cognitives

sur une durée de suivi de 3 a 6 ans alors que ces taux augmentent chez les patients dont les
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fonctions cognitives restent stables. Les taux plasmatiques d’Af4o sont stables dans les 2
groupes sur cette période [194].

D’autres études montrent des résultats différents. Pour Van Oijen et al. (2006), ce sont
des valeurs élevées d’/AB 4 qui sont associées a un risque accru de développer une maladie
d’Alzheimer [195] ; et pour Graff-Radford et al. (2007), ce sont les patients ayant un ratio
APB4o/ABygo faible dans le plasma qui ont un risque plus élevé de développer une maladie
d’Alzheimer ou un MCI [196].

L’étude de Modrego et al. (2008) conclue que la détermination des taux plasmatiques
de peptide AP4o pourrait étre utilisée afin d’évaluer la réponse aux traitements de malades
d’Alzheimer : les auteurs observent une diminution des taux d’AB4o plasmatiques inversement
proportionnelle au score MMSE chez les patients traités sur une durée de 6 mois [197].

Dans les formes familiales de maladie d’Alzheimer, avec mutations des genes
intervenant dans le métabolisme d’APP, et chez les patients souffrant de trisomie 21, il a été
retrouvé une augmentation des concentrations de peptidg Aotal et d> AP4, dans le sang
[198]. Néanmoins, ceci ne prejuge pas de l'origine de cette augmentation périphérique qui
peut s'expliquer par le fait que la production d'Aé&i a ces mutations est augmentée aussi
bien dans le cerveau que dans les tissus périphériques et notamment les plaquettes.

En outre, les dosages plasmatiques se heurtent a de nombreux problémes : la fonction
rénale des sujets semble étre un parameétre tres influant sur les concentrations plasmatiques.
De plus, le peptide A4, par exemple, se lie a des protéines plasmatiques comme I’albumine,
les lipoprotéines ou des fractions du complément et tout comme dans le LCR, il s’oligomérise
[45]. Les épitopes du peptide reconnus par les anticorps peuvent donc étre masqués par ces
liaisons entrainant une sous-estimation de la concentration réelle de peptide ApB. Des réactions
croisées avec des proteéines plasmatiques ont été décrites notamment avec des
immunoglobulines G ou le fibrinogene [156]. Ces données peuvent expliquer que les résultats
soient contradictoires en fonction des différents anticorps utilisés dans les kits ELISA.

Il pourrait cependant étre utile dans des études cliniques de suivre I’évolution des taux
plasmatiques de peptide AP chez un méme patient et avec la méme technique pour évaluer les
effets pharmacologiques des molécules testées, notamment celles intervenant dans le
métabolisme du peptide amyloide [198]. Toutefois, pour le moment, les biomarqueurs
sériques sont encore loin de pouvoir étre utilisés dans les essais cliniques et en sont encore a

la phase d’exploration [144].
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Il n’existe pas, a I’heure actuelle, d’autres marqueurs dans le sang vraiment
spécifiques de la maladie d’Alzheimer. Il y a des études portant sur des marqueurs indirects
refletant la réaction inflammatoire dans I’environnement proche des plaques amyloides
comme certaines cytokines proinflammatoires mais les résultats ne sont pas probants.
Récemment, une combinaison de 18 marqueurs sériques, impliqués dans I’inflammation, la
croissance cellulaire et la neuroprotection, dont 5 seraient les plus spécifiques, a été évaluée et
apporterait de bons résultats dans la maladie d’Alzheimer et son diagnostic différentiel [199].
Comme dans le LCR, c’est peut étre la combinaison de plusieurs marqueurs qui pourrait avoir

les meilleurs résultats dans le diagnostic positif [200].

3. Conclusion

Les 3 biomarqueurs standards du LCR (Aa2, Tau totale et pTau) répondent a une
partie des prérequis proposés pour les marqueurs de la maladie d’Alzheimer en 1998 [201] :
leur développement repose en effet sur les connaissances fondamentales de la maladie ; la
sensibilité et la spécificité pour le diagnostic de la maladie d’Alzheimer dépassent 80% ; la
PL est un geste modérément invasif et présente peu d’effets secondaires et enfin le colt d’un
dosage combineé des 3 biomarqueurs est 3 a 4 fois inférieur a celui d’une IRM [89].

C’est pourquoi ils sont inclus dans les nouveaux critéres diagnostiques de la maladie
d’Alzheimer, a cOté de I’imagerie morphologique et fonctionnelle [28, 35] et sont
actuellement largement utilisés dans la démarche diagnostique des démences en pratique
médicale courante.

Néanmoins, ils présentent certaines limites dont I’absence de standardisation des
dosages, aussi bien sur le plan des techniques, que sur I’établissement de valeurs de référence
et de contrbles de qualité. Au-dela des 3 biomarqueurs standards, d’autres marqueurs
complémentaires sont étudiés dont le peptide AP qui pourrait avoir un intérét lorsque les
biomarqueurs sont discordants. De plus, a I’avenir, la mise en place et la validation des
dosages sériques sont nécessaires pour rendre plus accessible le dépistage permettant sa

généralisation.
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V. OBJECTIFS

Les dosages des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer dans le LCR sont devenus
des outils incontournables dans le diagnostic de la maladie d’Alzheimer et ont été mis en
place au laboratoire de biochimie du CHU de Nancy depuis janvier 2009. Dans certains cas,
les profils biologiques obtenus ne permettent pas de poser une conclusion biologique.
Plusieurs travaux présentés dans la partie bibliographique ont proposé de compléter ce bilan
par le dosage du peptide AP4o afin d’améliorer I’interprétation des variations observées pour
le peptide APas. A partir de ces données, nous avons décide de sélectionner, parmi tous les
patients ayant bénéficié des dosages des 3 biomarqueurs standards, les sujets pour lesquels les
résultats étaient discordants. Nous avons complété leur bilan par un dosage de peptidBA 40
avec, comme objectif principal, de déterminer si la réalisation de cette analyse et le calcul du
ratio APs/APso permettent, en pratique courante, d’augmenter la performance du bilan
biologique dans le diagnostic différentiel de la maladie d’Alzheimer.

Nous avons par ailleurs identifié plusieurs objectifs secondaires qui consisteront a
comparer les données démographiques des patients sélectionnées a celles de la population
initiale afin de cibler une population pour laquelle le dosage d’AP4o pourrait étre réalise
d’emblée, a identifier le type de profil biologique rencontré chez les patients pour lesquels les
biomarqueurs standards restent discordants apres I’intégration du ratio dans le bilan et enfin a
optimiser la valeur seuil du ratio APs./ABao pour laquelle le test est le plus performant dans le
diagnostic de la maladie d’Alzheimer.
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V. MATERIELS ET METHODES

1. Méthodologie clinigue

1.1. Sélection des patients

La population de I’étude a été recrutée parmi I’ensemble des patients ayant bénéficié
d’un dosage des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer dans le LCR dans le cadre du
diagnostic de démence dans différents services du CHU de Nancy et hépitaux de la région
Lorraine du 1* janvier 2009 au 28 février 2011. Les PL des patients des neurologues libéraux
ont été réalisées au CHU de Nancy en collaboration avec le Dr Sauvée. Les dosages des 3
biomarqueurs standards (AP4,, Tau et pTau) ont été réalisés en utilisant les kits ELISA
Innogenetics® (voir méthodologie analytique) dans le laboratoire de Biochimie et Biologie
moléculaire du CHU de Nancy.

La PL pour I’analyse des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer a été réalisée aprés
avoir obtenu I’accord de chacun des patients. De plus, un formulaire d’information et de non
opposition a la recherche a été signé par chaque patient et/ou un proche (Annexe 10). Ce
formulaire permet notamment I’utilisation d’une partie de LCR pour des recherches médicales
ou scientifiques dans les conditions de la loi n°2004-800 du 06 ao(t 2004 relative a la
bioéthique.

Critéres d’inclusion

Apres la réalisation et I’interprétation des dosages des 3 biomarqueurs standards chez
I’ensemble des patients, nous avons constitue 4 groupes de la maniére suivante :
- Groupe A «profil biologique Alzheimer »: Af4; < 500 pg/mL et pTau > 60
pg/mL.
- Groupe N « profil biologique sans anomalie » : ABs, > 500 pg/mL et pTaw 60
pg/mL.
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- Groupe | «profil biologique non concluant » : ABs, < 500 pg/mL et pTax 60
pg/mL ou AB4, > 500 pg/mL et pTau > 60 pg/mL.

- Groupe CJ «profil biologique Creutzfeldt-Jakob » : Tau totale > 1250 pg/mL,
pTau < 60 pg/mL et AP, > 500 pg/mL

Nous avons choisi de baser notre analyse uniquement sur les résultats obtenus pour le
peptide AP4, et pTau car il est communément admis aujourd’hui par les praticiens, tant
cliniciens que biologistes, que I’information apportée par Tau est a mettre au second plan, son
augmentation dans le LCR au cours de la maladie n’étant pas systématique et peu spécifique.

Le groupe de I’étude est constitué des patients présentant un profil biologique non

concluant (groupe 1) selon les criteres mentionnés ci-dessus.

Critéres d’exclusion

Nous avons exclu de I’étude les patients présentant des valeurs de protéine Tau tres

faible (< 100 pg/mL) pour lesquels un probléme pré-analytique ne peut étre exclu.

1.2. Déroulement de I’étude

1.2.a. Dosage et interprétation biologigue

Pour tous les patients selectionneés, le bilan biologique comprenant les dosages des 3
biomarqueurs standards a eté compléte par le dosage du peptid A 4 et le calcul du ratio
AP4a/ABg. La valeur de ce ratio apporte une information sur la présence ou non d’une
pathologie amyloide [132]. D’aprés une étude menée par le laboratoire Innogenetics®, le seuil
retenu pour distinguer les patients ayant une véritable diminution du peptide A\ 4, des autres
est de 0,05 (données non publiées).

Ainsi, aprées calcul du ratio AB42/APaso, il est possible de séparer les patients présentant
un profil biologique initial non concluant en 4 nouveaux profils biologiques :

- profil biologique final évocateur d’une maladie d’Alzheimer : ratio ABs/APsg <

0,05 associé a pTau > 60 pg/ml
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- profil biologique final de type amyloidopathie non Alzheimer: ratio ABas/APs <
0,05 associe a pTau < 60 pg/ml

- profil biologique final sans anomalie : ratio ABs/AB4o > 0,05 associé a pTau < 60
pg/ml

- profil biologique final non concluant : ratio ABs»/ABag > 0,05 associée a pTau > 60
pg/mL

Ces 4 profils sont représentés sur le tableau suivant (Tableau XV).

ratio AI}42/Al340 < 0,05 ratio Al}42/Al340 > 0,05

Profil biologique final de o _ _
Profil biologique final sans

pTau <60 pg/mL type amyloidopathie non )
. anomalie
Alzheimer
Profil biologique final Profil biologique final non
pTau > 60 pg/mL ]
Alzheimer concluant

Tableau XV : Différents profils biologiques apres dosage d’ApBag et calcul du ratio ABar/ABao.

Pour chacun des patients, le profil biologique final, comprenant les dosages des 3
biomarqueurs standards complétés par le dosage du peptitle A 4 et le calcul du ratio
ABa2/APao, a été comparé au diagnostic final retenu par les cliniciens au terme de leur bilan
complet.

1.2.b. Recueil des données

Afin de comparer les données biologiques au dossier clinique des patients, une fiche
d’informations individuelle pour chaque patient a été envoyée aux médecins prescripteurs.
Cette fiche a été remplie au terme de la démarche diagnostique comprenant I’ensemble des

examens complémentaires nécessaires aux cliniciens.

Certains dossiers cliniques ont également été consultés directement ou via le logiciel
informatique  RAPID-NAT (Réseau d’aide au diagnostic, a la prise en charge des
détériorations cognitives et de maladies neurologiques chroniques au niveau national) grace

auquel les dossiers médico-sociaux sont accessibles en ligne et soumis au secret médical. Cet
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outil de travail commun renforce la cohérence entre les différents professionnels de santé
(aussi bien médical que social, hospitalier ou libéral) qui I’utilisent autour d’un dossier unique
pour chaque patient. De la démarche diagnostique au suivi thérapeutique, ce logiciel concerne
la prise en charge globale des patients souffrant de troubles cognitifs et comportementaux
quelle qu’en soit I’étiologie. Le logiciel RAPID a été retenu comme logiciel de référence des
CM2R et des centres mémoire des régions Champagne-Ardenne, Lorraine, Alsace et Franche-
Comté.

Certaines données ont également été recueillies a I’aide de I’application « Susie »
permettant de récupérer les courriers de sortie des patients du service de Neurologie du CHU
de Nancy.

Les patients ont été suivis par différents centres, services et cliniciens de la région

Lorraine et les habitudes dans la démarche diagnostique ne sont pas forcément semblables et
n’ont pas été standardisées pour cette étude.

1.2.c. Analyse des données

Nous avons séparé les diagnostics retenus par les cliniciens en 5 catégories suivantes :

- maladie d’Alzheimer et démence mixte

- MCI

- MCL

- autres pathologies ne présentant habituellement pas de perturbation d’Ap4, ni de
pTau: cette catégorie regroupe des troubles neurologiques (DLFT, paralysie
supranucléaire progressive, démence corticobasale, démence vasculaire, maladie
de Creutzfledt-Jakob, SEP, hydrocéphalie a pression normale, tumeurs cérébrales)
mais également des troubles psychiatriques (dépression, psychose maniaco-
dépressive...)

- diagnostic en attente
Aprés la réalisation des analyses biologiques, nous avons observé si les diagnostics

retenus par les cliniciens étaient compatibles avec le bilan biologique, d’une part pour le ratio

ABa2/APBao seul puis pour I’association du ratio ABs2/AP4 avec pTau.
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2. Méthodologie analytique

2.1. Prélevement

Les prélevements de LCR sont impérativement réalisés dans des tubes en
polypropylene par PL. Tout autre type de tube est a proscrire en raison de la capacité des
protéines dosées a adhérer aux autres matériaux tels que le polycarbonate. Les prélevements
ont été acheminés a température ambiante, dans la glace ou congelés en fonction du délai
d’acheminement au laboratoire (4h, moins de 24h ou plus de 24h respectivement). Les
prélevements hémorragiques (> 500 GR/pL) ou purulents ne permettent pas la réalisation de
ces dosages. Arrivés au laboratoire, les tubes sont centrifugés a 4000g pendant 10 minutes
avant d’étre échantillonnés par fractions de 400 pL dans des micro-tubes en polypropyléne et
conservés a -80°C. Les dosages sont réalisés en série, au laboratoire, aprés décongélation des

aliquotes.

2.2. Dosage des marqueurs biologiques par ELISA

Les dosages de chaque biomarqueur sont réalisés par une technique ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) de type sandwich en phase solide. Le principe du dosage est le
suivant : le fond de chaque puit d’une microplaque est recouvert d’un anticorps monoclonal
dit de capture correspondant a la phase solide. Lors de la 18 étape du dosage, les échantillons
de LCR a doser sont ajoutés dans chaque puit. Une premiere incubation permet la fixation de
la molécule a doser sur les anticorps. Apres plusieurs lavages successifs, I’anticorps dit de
révélation marqué a la biotine est ajouté dans les puits. Apres une nouvelle incubation
permettant la fixation des anticorps a la molécule a doser, des lavages successifs permettent
d’éliminer I’excés d’anticorps non fixés. L’étape de detection utilise une solution de
streptavidine-peroxydase. L’ajout d’un substrat chromogene incolore transformé en produit
coloré par I’action de la peroxydase entraine une coloration dont I’intensité est
proportionnelle a la quantité de la molécule a doser présente dans I’échantillon. Cette
coloration est mesurée a I’aide d’un spectrophotometre (Quant, BIOTEK INSTRUMENTS.
INC) et la concentration est déduite a partir d’étalons de concentration connue et analyses

dans la méme série que les échantillons patients.
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Chaque échantillon est dosé en double dans la méme série et le résultat obtenu pour
chague biomarqueur est la moyenne des valeurs de ces 2 dosages.

2.3. Dosage de la protéine Tau totale

Le kit de dosage utilisé est Innotest® hTau Ag de la société Innogenetics. L'anticorps
monoclonal (AT120) fixé a la microplaque capture la protéine Tau humaine présente dans
I’échantillon de LCR. Un mélange de 2 autres anticorps monoclonaux (HT7 et BT2) marqués
a la biotine est utilisé pour I’étape de révélation (Figure 21) (Annexe 11).

Anticorps utilises pour le dosage des Tau totales

AT1E\

Blennow et al, Mol Chem Neuropathol 1995,;26:231
Figure 21 : Anticorps utilisés pour le dosage de Tau totales.

Aprés ajout du chromogéne, la lecture de I’intensité de la réaction se fait par un
spectrophotometre a une longueur d’onde de 450 nm.

Le domaine de mesure du kit se situe entre 75 et 1200 pg/mL et la limite de détection
est de 59,3 pg/mL.

2.4. Dosage de pTau

Le dosage Innotest® ptau 181 utilise un anticorps monoclonal spécifique du site
phosphorylé thréonine en position 181. La protéine Tau phosphorylée contenue dans les
échantillons de LCR est capturée par 2 anticorps (HT7 et AT270bio) comme le montre la
figure 22. Aprés une phase d’incubation, le complexe antigéne-anticorps est détecté par une
solution de streptavidine-peroxydase. Aprés ajout du substrat chromogene, les échantillons
positifs developpent une coloration dont la densité est mesurée a une longueur d’onde de 450

nm (Annexe 12).
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ELISA for CSF phospho tau (P-Thr181)

‘/Asz

HT7 )’

Vanmechelen et al, Neurosci Lett 2000;285:49

Figure 22 : Anticorps utilisés pour le dosage de pTau.

La limite de détection du kit est de 15,6 pg/mL et le domaine de mesure se situe dans

la zone de concentrations comprises entre 25 et 250 pg/mL.

2.5. Dosage d’AB.,

Le dosage spécifique du peptide & 4 Innotest® de la société Innogenetics repose sur
une méthode ELISA utilisant des anticorps monoclonaux se fixant sur la partie C-terminale
du peptide. C’est cette partie qui est variable en fonction de la longueur du peptide et qui
permet ainsi de doser spécifiquement les peptides A3 contenant 42 acides aminés. L'anticorps
monoclonal (21F12) fixé au fond des puits de la microplaque capture le peptiffle A 4. Un
anticorps biotinylé (3D6) est ajouté (Figure 23). Aprés une phase d’incubation, un conjugue
streptavidine-peroxydase puis une solution de substrat chromogéne sont ajoutés. Apres
coloration, la densité optique de la solution est lue a une longueur d’onde de 450 nm (Annexe
13).
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Anticorps utilisés pour le dosage de Ap 1-42

21F12

Vanderstichele et al, 1998
Figure 23 : Anticorps utilisés pour le dosage d’Afa,.

Le domaine de mesure du peptide AP est de 125 a 2000 pg/mL. La limite de
détection est de 50 pg/mL.

2.6. Dosage d’Ay

Le kit utilisé est Human Amyloi@ (1 -40) Assay de la société IBL, commercialisé par
Innogenetics®. C’est une méthode sandwich en phase solide utilisant 2 anticorps spécifiques
du peptide APi-40. L’anticorps de la phase solide présent sur la microplaque est spécifique de
la partie 35-40 du peptide ABs humain. Le second anticorps est quant a lui spécifique de la
partie N-terminale du peptide APso (Annexe 14).

La quantité de peptide & 4 dans I’échantillon est proportionnelle & I’intensité de la
coloration de la réaction apres ajout d’un chromogene ; la concentration de peptide A4 de
chaque échantillon est lue a partir de I’absorbance moyenne observée par I’intermeédiaire de la
courbe de calibration.

Le domaine de mesure du peptide A4 est de 450 a 30 000 pg/mL.

3. Méthodoloqgie statistique

Les analyses statistiques sont realisées en utilisant des tests paramétriques (test de
Student) lorsque c’était possible et des tests non paramétriques (test de Wilcoxon) dans les
autres cas. Une valeur de p < 0,05 est considérée comme significative. Les performances du
test sont exprimées en sensibilité et spécificité et ont été calculées en comparant les

diagnostics retenus de maladie d’Alzheimer et déemence mixte aux autres pathologies : nous
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avons exclus du calcul les patients dont le diagnostic est en attente ainsi que les MCI et les
MCL. Des courbes ROC ont été dessinées pour trouver le seuil apportant la meilleure

performance (aire sous la courbe) pour le ratio AB42/AP4o €t pour pTau.
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VI. RESULTATS

1. Analyse des dosages des 3 biomarqueurs
standards dans la population initiale

Sur la période du 1% janvier 2009 au 28 février 2011, 386 échantillons de LCR ont été
traités au laboratoire, parmi lesquels 10 ont été éliminés pour cause de non-conformite
préanalytique (probléme d’acheminement, de mauvaise conservation ou de tube en
polycarbonate). lls proviennent tous de la région Lorraine et leur répartition par service ou

hopital est la suivante (Eigure 24) :

3%

6%

0
& O CHU Neurologie

B CHU Gériatrie
O CH Lunéville
O CH Epinal

Bl Alpha Santé
O CH Toul

B CH StDié

O Autres

9%

10%

16%

Figure 24 : Provenance des échantillons de LCR (n=376).

Prés de la moitié (49%) des prélevements proviennent du CHU de Nancy, et de deux

services en particulier : la neurologie (61,4%) et la gériatrie (38,6%).
L’age moyen des 376 patients est de 71,4 ans £ 10,6 avec des extrémes allant de 24 a
96 ans. La répartition homme/femme est équilibrée puisqu’il y a 190 hommes (50,5%) pour

186 femmes (49,5%) ce qui correspond a un sex ratio de 1,02.
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Les principales données démographiques des 376 patients sont indiquées dans le

tableau XVI :

Moyenne d’age + ET

Effectif [valeurs ext,rémes] “?::; r:a|t_i|(/)l):
(en années)
ngti;lrlcfl c’:;]euuegolli(z)%faitx 113 (30%) 65[’264%817?3 (506/9587)
CHU Gériatrie 71 (19%) 7[227;6]7 (302,?2%
CH Lunéville 60 (16%) 7?5%%5]6 (20%/6327)
CH Epinal 39 (10%) 7%522183]5 (212,/2197)
Alpha Santé 34 (9%) 7%5328]1 (10%19%
CH Toul 26 (7%) 7:[3;127_18%’5 égg)
CH St Dié 21 (6%) 71[214%8%(])’7 (136/25;
Autres 12 (3%) 7?66185] ’ E(Sf)S
Total 376 71[’359%?’6 1?1%156

Tableau XVI : Provenance et données démographiques de la population initiale (n=376).

La figure 25 montre que la tranche d’age la plus représentée est celle des 71-80 ans

avec 145 patients (38%) suivie par la tranche 61-70 ans avec 96 patients (26%). Les patients

ayant 81 ans et plus sont 78 (21%) tandis que les patients de moins de 60 ans ne sont que 57

(15%).
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Figure 25 : Répartition par age de la population initiale (n=376).

Les dosages des 3 biomarqueurs standards ont été réalisés chez ces 376 patients. Le

tableau XVII montre que les valeurs moyennes d’Afs, diminuent significativement avec

I’age : elles passent de 581 pg/mL chez les moins de 60 ans a 444 pg/mL chez les 81 ans et

plus (- 24%). A I’inverse du peptide APas,, Nous observons que les valeurs moyennes de Tau

totale et de pTau augmentent significativement avec I’age, passant de 363 pg/mL chez les

moins de 60 ans a 456 pg/mL chez les 81 ans et plus (+ 26%) et de 57 pg/mL a 71 pg/mL (+

24%) respectivement.

APz (pg/mL) Tau totale (pg/mL) pTau (pg/mL)
Moyenne + ET Moyenne + ET Moyenne + ET
<60 ans (n =57) 581 + 245 363 + 303 57+ 36
61-70 ans (n = 96) 522 + 225 431 + 319 68 £ 45
71-80 ans (n = 145) 484 + 211 486 + 322 76 £ 43
> 81 ans (n = 78) 444 + 177 498 + 292 74 £ 30
Total (n = 376) 500 + 217 (p<0,001*) | 456 + 314 (p<0,01*) | 71 +41 (p<0,01%*)

Tableau XVII : Valeurs moyennes des 3 biomarqueurs standards par tranche d’age.
*: Variation avec I’age (test de Pearson)

La réalisation des dosages des biomarqueurs standards a permis de classer chaque

patient en fonction de la conclusion du bilan biologique : patients dont le profil est évocateur

d’une maladie d’Alzheimer (groupe A), profil biologique sans anomalie (groupe N), profil
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non concluant (groupe I) et profil caractéristique de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (groupe
CJ) selon les criteres mentionnés précédemment (Figure 26) :

1%

27%

40% O Profil Alzheimer
B Profil non concluant
O Profil sans anomalie
O Profil Creutzfeldt-Jakob

32%

Figure 26 : Profil biologique initial apreés le dosage des 3 biomarqueurs standards (n=376).

Les résultats montrent qu’il est possible de poser une conclusion biologique a partir
des biomarqueurs standards dans 68% des cas. 40% des patients ont un profil biologique
typique d’une maladie d’Alzheimer, 27% un profil biologique sans anomalie et 1% un profil
évocateur d’une maladie de Creutzfeldt-Jakob. Les 32% restant sont les patients présentant un
profil biologique indéterminé ; ce sont ces patients qui vont bénéficier du dosage du peptide
APap.

Les données demographiques des 4 groupes ont été répertoriés dans le tableau XVIII
et indiquent que les patients présentant un profil biologique de type Alzheimer sont les plus
nombreux (40%) et les plus agés (74,1 ans + 8,9) ; il s’agit de la catégorie ou la proportion de
femmes est la plus importante (sex ratio = 0,83). Les patients présentant un profil biologique
sans anomalie représentent 27% des cas et sont plus jeunes (68,1 ans + 10,9). Les 2 patients
présentant un profil biologique initial Creutzfeldt-Jakob proviennent tous les 2 du service de
Neurologie du CHU. Il est intéressant de noter que seul le groupe | (32% des patients)

possede les mémes caracteristiques demographiques que la population initiale.
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Moyenne d’age
. * écart-type Sexe : H/F
Effectifs [valeurs extrémes] | (sex ratio)
(en années)
e 74,1+89
el | o | Geas |G
p<0,05* ’
Profil initial 71+11,4
non 122 (32%) [38-00] ?12{)63(;
concluant NS* '
Profil initial 68,1+ 10,9
sans 102 (27%) [24-87] ?18 {9’4;3
anomalie p<0,05* '
Profil initial 655+4,9
Creutzfeldt- 2 (1%) [62-69] 2/0
Jakob p<0,05*
Population o 71,4+ 10,6 190/186
initiale | o0 (100%) [24-96] (1,02)

Tableau XVIII : Caractéristiques des 4 profils biologiques initiaux.
* : Test de Student (comparaison avec population initiale)

La majorité des patients présentant un profil biologique initial de type Alzheimer
provient du service de Gériatrie du CHU de Nancy (27%), ce qui correspond a 59% des
patients pour lesquels ils ont demandé une recherche des marqueurs de la maladie
d’Alzheimer. 30% des patients présentant un profil initial sans anomalie proviennent du
service de Neurologie du CHU de Nancy, ce qui correspond a 28% de leurs patients.

Concernant les patients présentant un profil biologique initial indéterminé qui
constitueront la population de I’étude, ils proviennent majoritairement du service de
Neurologie du CHU de Nancy (39%) ce qui correspond a 37% des patients pour lesquels ce

service a demandeé une analyse des marqueurs de la maladie d’Alzheimer (Tableau X1X).
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e e A Profil initial
Profil |_n|t|al I_Drofll |n|t_|a] Profil initial Creutzfeldt- Total
Alzheimer | indéterminé normal
Jakob
CHU 1 33 00m) | 46(30%) | 32(30%) | 2 (100%) 113
Neurologie
CHU 42 27%) | 15(12%) | 14 (14%) 0 71
Gériatrie
CH 0 0
Lunéville 25 (17%) 15 (12%) 20 (20%) 0 60
CH Epinal 19 (13%) 10 (8%0) 10 (10%) 0 39
Alpha Santé 10 (7%) 14 (11%) 10 (10%) 0 34
CH Toul 9 (6%) 8 (7%) 9 (9%) 0 26
CH St Dié 7 (5%) 10 (8%0) 4 (4%) 0 21
Autres 5 (3%) 4 (3%) 3 (3%) 0 12
Total 150 (100%) | 122 (100%) | 102 (100%) 2 (100%) 376

Tableau XIX : Répartition des différents profils biologiques initiaux par service et hopital.

La figure 27 montre que la proportion des profils biologiques initiaux de type
Alzheimer augmente avec I’age passant de 21% chez les moins de 60 ans & 51% chez les plus
de 81 ans. Inversement, la proportion des profils biologiques sans anomalie diminue
proportionnellement avec I’age, passant de 40% chez les moins de 60 ans a 15% chez les plus
de 80 ans.

La répartition des patients présentant un profil biologique initial non concluant est
globalement constante quelque soit la tranche d’age : 39% chez les moins de 60 ans, 33%
chez les 61-70 ans, 29% chez les 71-80 ans et 33% chez les plus de 81 ans.

La répartition des valeurs moyennes des biomarqueurs de la population initiale
(Tableau XVII) est directement dépendante de la répartition des différents profils biologiques
dans chaque tranche d’age (Figure 27): I’augmentation de la proportion des profils
Alzheimer et la diminution de celle des profils sans anomalie avec I’age reflétent la
diminution des valeurs médianes d’A 4, et I’élévation de celles de Tau totale et pTau avec

I’age.
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Figure 27 : Répartition des différents profils biologiques initiaux par tranches d’age.

Les distributions des valeurs des différents parametres biologiques mesurées (AB 42, Tau

et pTau) et calculés (IATI, ratio ABs/pTau) dans les différents groupes sont illustrées sur les

figures ci-dessous (Figures 28, 29, 30, 31 et 32).

1400 +

NS*
*
1200 4 p<0,001
—~ 1000 +
E
> 800 -
e
S 600 - p<0,001* T
<
400 -
200 + l l
0 T T
Profil maladie Profil non concluant Profil sans anomalie  Population initiale
d'Alzheimer (n=150) (n=122) (n=102) (n=376)

Figure 28 : Répartition des valeurs d’Ap4, dans les 3 profils et dans la population
initiale.
*: Test de Wilcoxon (comparaison avec population initiale)
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Tau totale (pg/mL)

pTau (pg/mL)

1400 N p<0|001* NS*
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d'Alzheimer (n=150) (n=122) (n=102) (n=376)

Figure 29 : Répartition des valeurs de Tau totale dans les 3 profils et dans la
population initiale.
*: Test de Wilcoxon (comparaison avec population initiale)

400 7 p<0,001*

350 ~ T T
300 +

250 ~

p<0,01*

200 ~

150 ~

100 + p<0,001*

&= T

0 T T
Profil maladie Profil non concluant Profil sans anomalie  Population initiale
d'Alzheimer (n=150) (n=122) (n=102) (n=376)

Figure 30: Répartition des valeurs de pTau dans les 3 profils et dans la population
initiale.
*: Test de Wilcoxon (comparaison avec population initiale)
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IATI

ApB42/pTau

25 - p<0,001*
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15 A
1 p<0,001*
0,5 i T
0
Profil maladie Profil non concluant Profil sans anomalie  Population initiale
d'Alzheimer (n=150) (n=122) (n=102) (n=376)

Figure 31 : Répartition des valeurs de IATI dans les 3 profils et dans la population
initiale.
*: Test de Wilcoxon (comparaison avec population initiale)

40 p<0,001*

35
<0,05*
30 ~ P

25 A

10 4 p<0,001*
| = - I

Profil maladie Profil non concluant Profil sans anomalie  Population initiale
d'Alzheimer (n=150) (n=122) (n=102) (n=376)

Figure 32 : Répartition des valeurs du ratio Afs./pTau dans les 3 profils et dans la

population initiale.
*: Test de Wilcoxon (comparaison avec population initiale)

Comme attendu, les valeurs de peptide APs, de IATI et du ratio APg/pTau des
patients du groupe A sont plus basses que celles mesurées dans le groupe N. Inversement, les
valeurs de Tau et de pTau sont plus élevées dans le groupe A que dans le groupe N.
Concernant les patients du groupe I, il apparait que, comme les -caractéristiques

démographiques (Tableau XVIII), les valeurs des biomarqueurs se rapprochent de celles
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observées dans la population initiale : les distributions des valeurs d’ABg,, de Tau totale et de

IATI ne sont pas significativement différentes entre le groupe | et la population initiale.

Ces observations ne nous permettent pas d’identifier une population particuliére pour

laquelle le dosage du peptide ABso pourrait étre proposé d’emblée.

Nous nous sommes donc intéressés a ce groupe de patients afin d’évaluer si le dosage

du peptide AP et le calcul du ratio APsa/APso peut apporter une nouvelle information

permettant de conclure biologiquement.

2. Analyse du dosage du peptide AB4o

Le dosage du peptide APy et le calcul du ratio ABso/AP4o ont été réalisés chez les 122

patients du groupe | pour lesquels les résultats biologiques des biomarqueurs standards n’ont

pas permis de conclure.

45 -
40
35

Nombre de patients

10

5,

0

30 1
25 1
20 1
15

111

<60 ans 61-70 ans 71-80 ans =81 ans

Figure 33 : Répartition par age de la population de I’étude (n=122).

La figure 33 montre que la répartition par tranche d’age de la population de I’étude est

semblable a celle de la population initiale (Figure 25) : la moyenne d’age est de 71 ans + 11,4

et la tranche d’age la plus représentée est celle des 71-80 ans (34%) suivie par la tranche 61-

70 ans (26%).
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La moyenne des valeurs d’ A4 des 122 patients est de 11 666 + 5 933 pg/mL avec des
extrémes allant de 2 467 a 24 749. La distribution des patients sur cette courbe est de type
gaussien : 69% des patients ont un peptide AB4o compris entre 4 000 et 16 000 pg/mL (Figure
34).
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Figure 34 : Répartition des valeurs d’Af4 dans la population de I’étude (n=122).

Le dosage du peptide ABso nous a permis de calculer le ratio AB42/ABa4o pour chaque
patient. Le ratio AP42/APao ne varie pas avec I’age et la moyenne du ratio dans la population
de I’étude est de 0,05 £ 0,019 avec des valeurs extrémes allant de 0,023 a 0,11.

Le dosage d’APa et le calcul du ratio ABso/APao ont permis de séparer les 122 patients
en fonction de la présence ou non d’une amyloidopathie : 59% des patients présentent un

ratio < 0,05 et 41% ont un ratio > 0,05.

L’intégration du ratio APs/AP4o avec les valeurs de pTau a permis de donner une

nouvelle conclusion biologique pour chaque patient (Tableau XX).
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ratio Apao/Aps < 0,05

ratio ABas/Apao=> 0,05

pTau <60 pg/mL

37
(Profil amyloidopathie)

37
(Profil sans anomalie)

pTau > 60 pg/mL

35
(Profil Alzheimer)

13
(Profil non concluant)

Tableau XX : Répartition des patients aprés intégration du ratio ABs/AB40 (n=122).

Le couple ratio AB42/ABso et pTau permet de poser une conclusion biologique pour
89% des patients : 29% des patients présentent un profil biologique final évocateur d’une
maladie d’Alzheimer, 30% des patients n’ont finalement pas d’anomalie biologique et 30%
présentent une diminution isolée du ratio ABs/ABaso suggérant une amyloidopathie (MCI ou
état MCI). Dans seulement 11% des cas, le bilan reste discordant et ne permet toujours pas de

conclure biologiquement : il s’agit des patients présentant une élévation de pTau, soit isolée,

soit associée a une élévation de Tau (Figure 35).

11%

29%

30%

30%

O Profil final amyloidopathie
| Profil final sans anomalie
O Profil final Alzheimer

O Profil final non concluant

Figure 35 : Profil biologique final aprés I’intégration du ratio AB,/A4B40 (N=122).

Le peptide AP a donc rempli ses fonctions de « marqueur de deuxieme intention »
pour 89% des patients de I’étude lorsqu’il est associé a pTau. Cependant, les patients
présentant un profil biologique final de type amyloidopathie non Alzheimer auraient déja pu

étre classés de cette maniére sans la valeur du peptide AP4o : le peptide ABsy seul < 500
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pg/mL permettait de conclure a la présence d’une amyloidopathie ; le calcul du ratio

AP42/APao pour ces patients a simplement permis de confirmer cette amyloidopathie.
Autrement dit, le dosage du peptide AP a €té le plus pertinent pour les patients

présentant un profil biologique final Alzheimer ainsi que pour ceux présentant un profil

biologique sans anomalie soit 72 patients (59%).

Par ailleurs, parmi les 122 patients de I’étude qui présentent des valeurs discordantes
des biomarqueurs standards, 74 d’entre eux (61%) présentent une diminution du taux d’Apas
associée a un niveau de pTau normal, tandis que 48 (39%) ont un peptide AP, normal associé
a une élévation de pTau. Nos résultats montrent que le dosage du peptide & 4 et le calcul du
ratio APs/AP4o ont permis de conclure a un profil final sans anomalie chez 37 de ces 74
patients soit 50% et a un profil final Alzheimer chez 35 de ces 48 patients soit 73%. Au terme
de I’ensemble des dosages biologiques, seuls 13 patients restent dans une impasse biologique
puisqu’ils présentent une elévation isolée de pTau.

3. Confrontation clinico-biologique

Le profil biologique final de chaque patient a été comparé au diagnostic retenu par les
cliniciens apres leur démarche diagnostique compléte. Nous avons classé les diagnostics en 5
catégories de la maniére suivante :

- maladie d’Alzheimer et démence mixte

- MCI

- MCL

- autres pathologies ne présentant pas de perturbation d’AB4; ni de pTau: cette

catégorie regroupe aussi bien des troubles neurologiques (DLFT, paralysie
supranucléaire progressive, démence corticobasale, démence vasculaire, maladie
de Creutzfledt-Jakob, SEP, hydrocéphalie a pression normale, tumeurs cérébrales)
que psychiatriques (dépression, psychose maniaco-dépressive...)

- diagnostic en attente

Les diagnostics retenus chez les 122 patients en fonction du profil biologique final son

représentés dans le tableau suivant (Tableau XXI).
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Profil final o e Profil final Profil final
Profil final
autre . sans non Total
1 . Alzheimer . _
amyloidiopathie (n = 35) anomalie concluant (n=122)
(n=37) a (n=237) (n=13)
Maladie
d’Alzheimer
ot démence 7 (19%) 26 (74%) 4 (11%) 2 (15%) 39 (32%)
mixte
MCI 2 (5%) 5 (14%) 2 (5%) 1 (8%) 10 (8%)
MCL 3 (8%) 0 3 (8%) 0 6 (5%)
Autres 0 o 0 0 0
pathologies 21 (57%) 1 (3%) 24 (65%) 8 (62%) 54 (44%)
Diagnostic 0 o 0 0 0
on attente 4 (11%) 3 (9%) 4 (11%) 2 (15%) 13 (11%)

Tableau XXI : Diagnostics retenus dans la population de I’étude en fonction du profil
biologique final (n=122).

Nous observons que parmi les 35 patients présentant un profil biologique évocateur de
maladie d’Alzheimer, le diagnostic de maladie d’Alzheimer ou de démence mixte a été retenu
dans 74% des cas et le stade MCI dans 14% des cas. Seul un patient de ce profil présente une
autre pathologie soit 3% ; les 9% restant concernent les patients dont les diagnostics sont en
attente. La majorité des patients présentant un profil biologique sans anomalie se trouve dans
la catégorie des autres pathologies (65%).

Les profils de type autre amyloidopathie et non concluant regroupent en majorité des
patients dont le diagnostic retenu est une autre pathologie (57% et 62%) suivis dans les 2
profils par des malades d’Alzheimer (19% et 15%).

Chaque point de la figure suivante représente un patient en fonction de la catégorie de
son diagnostic et des valeurs des peptides APs2 et APgo (Figure 36). La ligne seuil ratio
APaa/AByo est & 0,05. Les patients se situant en dessous de cette ligne ont un ratio ABs2/APBao <
0,05, ce qui correspond a la présence d’une amyloidopathie et inversement. Les 13 patients

pour lesquels le diagnostic est en attente ne sont pas représentés.
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Figure 36 : Représentation des patients avec leurs diagnostics en fonction de la ligne seuil
du ratio Aﬁ42/Aﬁ4o (n:109).

Les points rouges représentent les malades d’Alzheimer : ils se situent majoritairement
(85%) sous la ligne seuil fixée a 0,05, zone caractérisant la présence d’une amyloidopathie.
C’est également le cas concernant les points oranges, représentant les patients au stade MClI,
qui sont eux aussi décrit comme présentant une amyloidopathie (70%).

Les patients diagnostiqués comme porteurs de MCL sont représentés par les points
verts : sur les 6 patients, la moitié se situe sous le seuil de 0,05 du ratio AB42/ABao et présente
une amyloidopathie, I’autre moitié se situe au dessus.

Les patients du groupe des autres pathologies sont représentés par les points bleus : ils
se situent de part et d’autre de la ligne seuil fixée a 0,05 : 22 patients sont sous la ligne (41%),
zone considérée comme avec une anomalie de la voie amyloide, tandis que les 32 autres se

situent an dessus (59%).

Pour calculer les performances du ratio ABs/APso seul, nous avons retiré les 13
patients dont le diagnostic est en attente ainsi les 16 patients diagnostiqués en MCI et MCL,
chez lesquels il est classiqguement décrit une diminutionfd’A 4. Dans les conditions de
I’étude, le ratio ABs2/APso seul avec le seuil de 0,05 possede une sensibilité de 85% et une
specificité de 59% pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer par rapport aux autres

pathologies n’entrainant classiquement pas de perturbations des biomarqueurs.
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Apres intégration de pTau avec le ratio ABs2/ABso, nous obtenons la figure suivante
représentant la situation biologique des 109 patients pour lesquels un diagnostic a été posé
(nous avons exclu du graphique les patients pour lesquels le diagnostic est en attente). La
ligne horizontale représente le seuil du ratio ABs2/Apao fixé a 0,05 tandis que la ligne verticale
représente le seuil de pTau fixé a 60 pg/mL. Les 4 zones du graphique représentent ainsi les 4
profils biologiques finaux (Figure 37).
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Figure 37 : Représentation de la situation biologique des patients en fonction du diagnostic
retenu (n=109).

Comme sur la figure précédente, les points rouges représentent les malades
d’Alzheimer : biologiquement, ils se situent en majorité (67%) dans le coin inférieur droit
correspondant au profil biologique évocateur de maladie d’Alzheimer (ratio AB/AB4o < 0,05
et pTau > 60 pg/mL).

Les points oranges, représentant les patients au stade MCI, se répartissent globalement
en dessous du seuil de 0,05 du ratio AB2/ABao (70%), correspondant a une amyloidopathie et
de part et d’autre de la valeur de 60 pg/mL de pTau (profil final Alzheimer (50%) et profil
final autre amyloidopathie (20%)).

Aucun patient porteur de MCL ne se situe dans la partie droite du graphique signifiant
gu’aucun n’a une élévation de pTau, isolée ou pas.

Les autres maladies sans anomalie d’AP4, ni de pTau sont représentees par les points

bleus. On remarque qu’un seul point bleu (2%) se situe dans le coin inférieur droit.
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Cependant, tous les points ne sont pas dans la partie supérieure gauche correspondant au
profil biologique sans anomalie (44%) : de nombreux patients présentent un ratio ABsz/APao
abaisse correspondant au profil biologique de type amyloidopathie (39%) ou une élévation de

pTau correspondant au profil biologique non concluant (15%).

Nous avons évalué d’autres seuils pour le ratio ABs2/ABao ainsi que pour pTau. Les

courbes ROC des différents seuils sont les suivantes (Figures 38 et 39) :

Fraction de vrais positifs (Sensibilité)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Fraction de faux négatifs (1 - Spécificité)

Figure 38 : Courbe ROC du ratio APs/Afs pour la
discrimination des sujets Alzheimer des sujets atteints
d’autres pathologies.
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Fraction de vrais positifs (Sensibilité)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Fraction de faux négatifs (1 - Spécificité)

Figure 39 : Courbe ROC de pTau pour la discrimination
des sujets Alzheimer des sujets atteints d’autres
pathologies.

Les aires sous la courbe pour les 2 paramétres pour différencier les sujets Alzheimer

des autres pathologies sont les suivantes : 0,798 pour le ratio ABs2/AP4o et 0,876 pour pTau.

En associant le résultat du ratio a celui de pTau, le couple ratio AB4,/AB4o et pTau
avec les valeurs seuils retenues dans I’étude pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer par
rapport au groupes des autres pathologies posséde une tres bonne spécificité (98%) mais une

sensibilité moyenne (67%) pour le diagnostic de la maladie d’Alzheimer.

Nous avons évalué d’autres seuils pour le ratio ABso/ABso ainsi que pour pTau. Le
couple ratio APs/APs et pTau présente alors les sensibilités et spécificités suivantes
(Tableau XXI1) :

Sensibilité/Spécificité Valeur seuil de pTau (pg/mL)
(%) 54 56 58 60
Valeur seuil 0,05 77/91 74/96 72/98 67/98
du ratio 0,048 77/93 74/98 67/100
AP/ APao 0,046 69/93 67/98 64/100 62/100

Tableau XXII : Sensibilité et spécificité du test en fonction des valeurs seuils du ratio
AP 42/AP4o et de pTau.
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En utilisant les valeurs seuils fournies par le laboratoire Innogenetics®, la sensibilité
est de 67% et la spécificité de 98%. Dans notre étude et avec cette population particuliére, la
meilleure performance du test s’obtient avec les valeurs seuils suivantes : 56 pg/mL pour
pTau et 0,048 pour le ratio AB4/APso. La sensibilité est alors de 74% et la spécificité de 98%.
Les résultats nous montrent qu’en utilisant les valeurs seuils de 0,048 pour le ratio ABs2/ABao
et de 58 pg/mL pour pTau, nous obtenons 100% de spécificité et 72% de sensibilité : ce sont
les seuils que nous proposons permettant d’affirmer que tous les patients présentant un profil
biologique final de type Alzheimer se sont vus posée le diagnostic de maladie d’Alzheimer

par les cliniciens.

Nous nous sommes intéressés aux patients pour lesquels le diagnostic pose est la
maladie d’Alzheimer puisque c’est le diagnostic ciblé par les biomarqueurs. Sur les 122
patients de I’étude, 39 diagnostics de maladies d’Alzheimer ont été posés. Les resultats
montrent que 67% de ces patients ont un profil biologique final évocateur d’une maladie
d’Alzheimer et 18% un profil biologique final en faveur d’une autre amyloidopathie (Figure
38). Cela signifie que pour 85% de ces patients le ratio AB4./AB4o est inférieur a 0,05. Seuls
10% des patients diagnostiqués comme malades d’Alzheimer présentent un profil biologique

sans anomalie et 5% un profil non concluant.

5%

10%

O Profil final Alzheimer

18% | Profil final autres amyloidopathies

O Profil final sans anomalie

O Profil final non concluant

67%

Figure 40 : Profil biologique final chez les malades d’Alzheimer (n=39).

En utilisant les seuils que nous proposons, a savoir 0,048 pour le ratio APB4,/AP4o et 58
pg/mL pour pTau, la proportion de profil final Alzheimer s’éléve a 72% et celle de profil
autre amyloidopathie diminue a 13%. Les proportions des 2 autres profils biologiques restent

les mémes.
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VII. DISCUSSION

Afin d’évaluer I’intérét du dosage complémentaire du peptidefA 4 dans la pratique
courante au laboratoire, nous avons proposé de réaliser ce dosage chez tous les patients ayant
bénéficiés des dosages des biomarqueurs standards et pour lesquels le bilan biologique ne

permettait pas de conclure.

Dans un premier temps, nous avons réalisé une étude descriptive de la population
initiale afin de connaitre ses caractéristiques demographiques et biologiques. Nos critéres de
classification des patients dans les differents profils biologiques initiaux n’ont tenu compte
que des valeurs du peptide A4, et de la protéine Tau phosporylée. Le profil biologique
typique d’un malade d’Alzheimer associe également une élévation de la protéine Tau totale,
cependant, en pratique courante, les variations de ce marqueur passent au second plan par
rapport a celles des 2 autres marqueurs, plus spécifiques de la maladie d’ Alzheimer.

Au terme de ces dosages, nous avons montré que les caractéristiques des patients
présentant un profil biologique évocateur de maladie d’Alzheimer sont en adéquation avec les
données épidemiologiques. En effet, dans la population générale, la maladie voit sa
prévalence fortement augmenter avec I’age [15] et les femmes sont globalement plus touchées
par la maladie que les hommes [6]. Dans notre population d’étude, la proportion des patients
présentant un profil biologique initial évocateur de maladie d’Alzheimer augmente avec I’age
et le sex ratio de ce groupe de patients est de 0,83 contre 1,02 pour celui de I’ensemble de la
population de I’étude. La majorité de ces patients proviennent du service de Gériatrie du CHU
de Nancy (27%), service qui accueille une population plus agée tandis que le service de
Neurologie du CHU de Nancy, dont le recrutement touche des sujets plus jeunes et présentant
des maladies neurologiques parfois de diagnostic difficile, a les proportions de profils
biologiques sans anomalie (30%) et non concluant (39%) les plus importantes.

A partir des criteres de classification, nos résultats montrent qu’ A4, associée a pTau
nous ont permis de conclure biologiquement dans 68% des cas soit une absence de conclusion
claire pour pres d’1 cas sur 3 en pratique médicale courante. Ce chiffre est supérieure a celui
fourni par le laboratoire Innogenetics® qui relate une proportion moyenne d’environ 20% de
profils biologiques discordants (données non publiées). Le laboratoire Innogenetics® ne
communique cependant pas sur quels criteres biologiques il considére les marqueurs comme

discordants. L’identification d’une population cible pour laquelle le dosage d’Aao pourrait
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étre réalisé d’emblée était I’un de nos objectifs secondaires : I’analyse de la population
d’étude montre que les critéres démographiques et biochimiques sont semblables a ceux de la

population initiale, ne permettant pas d’isoler un tel groupe.

Dans un second temps, le bilan biologique des patients présentant un profil biologique
initial non concluant a été complété par le dosage du peptideBA 4o afin d’ajuster la charge
amyloide totale de chaque patient [154] et de calculer le ratio AB42/AB4o. Cela nous a permis
d’apporter une nouvelle conclusion biologique a ces patients présentant des valeurs d’AB 4, et

de pTau discordantes.

Du point de vue du biologiste, le ratio AB42/A4o associé a pTau a permis de conclure
chez 89% de ces patients parmi les 3 profils suivants: profil évocateur de maladie
d’Alzheimer (29%), profil sans anomalie (30%) et profil de type amyloidopathie (30%). Seuls
11% des patients présentent une élévation isolée de pTau et restent sans conclusion
biologique claire. L’élévation isolée de pTau correspond a une impasse biologique
puisqu’aucune pathologie décrite ne présente ce profil. En observant ces 13 patients, on
s’apercoit que seuls 3 d’entre eux ont une élévation associée de la protéine Tau totale au-dela
de 500 pg/mL tandis que 10 (77%) d’entre eux ont une élévation isolée de pTau. Aucun
diagnostic retenu chez ces patients n’est plus fréquent qu’un autre : il semble que les
cliniciens s’appuient sur d’autres arguments que la biologie pour poser leur diagnostic dans
ces cas. Une étude plus approfondie et un suivi de ces sujets pourraient permettre d’identifier

une population particuliére.

Du point de vue du clinicien, seuls le profil final Alzheimer et celui sans anomalie sont
pertinents : ils permettent d’affirmer ou d’infirmer directement le diagnostic de maladie
d’Alzheimer en fonction des autres arguments du diagnostic. Dans notre étude, ces 2 profils
représentent 59% des patients dont le profil biologique initial était discordant. Cela signifie
gu’au terme de I’ensemble des dosages, la biologie apporte une conclusion pertinente aux
cliniciens pour 87% des 376 patients. Le profil biologique final de type amyloidopathie n’est
pas directement pertinent pour le clinicien. Chez ces patients, le dosage d’APao a peut étre été
moins intéressant étant donné que le peptide A 4, seul était déja abaissé, néanmoins, il a
permis de confirmer la présence de cette amyloidopathie et renforce la certitude de cette
conclusion biologique. La diminution isolée du ratio APs2/ABso, indiquant une baisse du

peptide APg,, pourrait traduire la présence, chez ces patients, de I’établissement du processus
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amyloide pathogene [116]. D’aprés plusieurs études, il s’agirait du marqueur le plus
précocement perturbé dans la maladie d’Alzheimer [112] et prédirait la conversion en maladie
d’Alzheimer chez les sujets au stade MCI [153]. Hansson et al. (2007) ont identifié, dans une
population de MCI, les sujets évoluant vers une maladie d’Alzheimer sur une période de 4 ans
en utilisant le ratio APs/ABao. Cette étude montre 87% de sensibilité et 78% de spécificité
[153]. Dans notre étude, nous comptons 10 patients au stade MCI ; parmi eux, 7 (70%)
présentent une diminution du ratio ABs2/ABs < 0,05 et 3 (30%) présentent un ratio normal.
Nous n’avons pas la notion du type de MCI retenus pour ces patients : il serait intéressant de
savoir si les MCI amnésiques présentent un ratio plus faible que les autres types de MCI. Il
serait également intéressant de suivre I’évolution de ces 10 patients et d’observer si ceux
présentant une amyloidopathie vont plus convertir vers une maladie d’Alzheimer et dans quel
délai.

De plus, dans la MCL, des plagues amyloides ont fréqguemment été observées et une
diminution du peptide AP4, a été décrite [120, 121]. La moitié des cas de MCL de notre étude
présente un profil de type amyloidopathie. Bien qu’il ne s’agisse pas d’un argument typique
pour le diagnostic de MCL, un profil biologique final de type amyloidopathie, chez ces
patients dont la MCL fait partie des hypothéses apporte un argument diagnostique.
Actuellement, d’autres marqueurs sont a I’étude pour le diagnostic de MCL, comme |’ -
synucléine. Des études sont également en cours sur I’intérét des formes tronquées du peptide
AB. Le peptide A3 et le ratio APss/ABa42 Seraient notamment intéressants pour le diagnostic
différentiel entre la MCL et la maladie d’Alzheimer, d’aprés Mulugeta et al. (2011) [123].

Ainsi, bien que le profil biologique final de type amyloidopathie ne soit pas toujours
directement exploitable par le clinicien, il peut, dans certains cas, apporter une information
intéressante. Au terme de I’ensemble des dosages, nous pouvons considérer qu’il s’agit d’une
nouvelle conclusion biologique intéressante pour 89% des patients dont le profil initial était
discordant, ce qui représente pres de 97% de I’ensemble des patients pour lesquels une
demande de dosage des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer a été prescrite.

Nous avons confronté la conclusion biologique avec les diagnostics retenus par les
cliniciens. Les performances du ratio ABs/APs seul pour le diagnostic de maladie
d’Alzheimer par rapport aux autres pathologies sans anomalie d’ A4, ni de pTau sont de 85%
pour la sensibilité et 59% pour la spécificité dans la population particuliére de notre étude. Le

ratio seul a une bonne sensibilité mais une specificité moyenne. Ces résultats confirment la
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nécessité d’utiliser ces marqueurs en combinaison pour optimiser leur performance et
notamment leur spécificité.

En intégrant les valeurs de pTau au ratio, les performances du test dans le diagnostic
de la maladie d’Alzheimer par rapport aux autres pathologies sans anomalie d’Aps; ni de
pTau sont de 67% pour la sensibilité et 98% pour la spécificité. Dans la littérature, des valeurs
plus élevées de sensibilité et spécificité ont été décrites, mais il s’agit d’études comparant des
malades d’ Alzheimer a des individus sains [82]. Pour le diagnostic de la maladie d’Alzheimer
par rapport a d’autres pathologies comprenant notamment des démences neurodégénératives,
la valeur de spécificité de notre étude est au-dela de celles des autres biomarqueurs actuels,
qu’ils soient utilisés seuls ou en association. Une des difficultés diagnostiques majeures
actuellement réside dans la différentiation de la maladie d’Alzheimer et des autres maladies
neurologiques ou psychiatriques pouvant présenter des tableaux cliniques et/ou radiologiques
atypiques ou difficiles a interpréter. Une bonne spécificité des marqueurs est donc un objectif
majeur. Dans notre étude, nous obtenons des valeurs de spécificité au-dela de celles des autres
biomarqueurs actuels, qu’ils soient utilisés seuls ou en association. Dans le cadre du
diagnostic différentiel, le ratio AB4,/Tau totale montre des valeurs de sensibilité et spécificité
de 71% et 83% pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer par rapport a des sujets présentant
d’autres démences [202]. Dans I’étude de Maddalena et al. (2003), des valeurs de sensibilité a
80% et de specificité a 73% ont été observées en utilisant la combinaison de pTau avec A 4,
pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer parmi des autres causes de démences [132]. Enfin
le ratio pTau/Tau totale obtient, dans cette indication, des valeurs de sensibilité a 96% et de
specificité a 86%, d’apres Hu et al. (2002) [81].

Nous avons cherché a optimiser les valeurs seuils afin d’augmenter les performances
du test : il s’avére que la meilleure performance de I’association du ratio AP4,/ABa4o avec pTau
(sensibilité de 74% et spécificité de 98%) s’obtient avec les seuils de 56 pg/mL pour pTau et
0,048 pour le ratio APs/AP4o. Toutefois, ce sont 58 pg/mL pour pTau et 0,048 pour le ratio
que nous proposons puisque ces valeurs seuils apportent 100% de spécificité sans trop
diminuer la sensibilité (72%). Une valeur seuil de pTau inférieure a 60 pg/mL a également éete
décrite dans 2 études qui ont évalué le seuil optimal dans le diagnostic de maladie
d’Alzheimer respectivement a 50,4 pg/mL [203] et 53 pg/mL [204].

Du fait de sa spécificité tres élevée, I’intégration du ratio AB4./AB4o avec pTau en fait
un bon test pour conforter I’hypothése diagnostique de maladie d’Alzheimer. Ces résultats

sont d’autant plus encourageants qu’il s’agit d’un test indiqué en seconde intention dans une
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population d’individus malades et présentant des marqueurs biologiques discordants dans un
1% temps. Cependant, la sensibilité reste moyenne (< 75%) : cela signifie que, dans notre
population de patients biologiquement discordants, malgré les dosages des biomarqueurs
standards, auxquels s’ajoutent le dosage d’AP4o, 1 patient sur 4 dont le diagnostic retenu par
les cliniciens est la maladie d’Alzheimer ne présente pas de profil biologique de type
Alzheimer.

L’intérét de ce travail par rapport aux études publiées par ailleurs réside dans le fait
que nous avons recruté les patients sur la base d’une discordance dans le bilan biologique.
Cela nous a permis de déterminer I’intérét du ratio ABs/ABs en pratique courante et en
seconde intention lorsque les biomarqueurs habituels sont insuffisants. A contrario, cela ne
nous permet pas de comparer les valeurs des différents marqueurs avec celles des autres
études dont le recrutement est généralement basé sur le diagnostic final (maladie d’Alzheimer

Vs sujets témoins ou vs autres maladies neurodégénératives).

Enfin, concernant le groupe des autres pathologies n’entrainant pas d’anomalie d’ A4,
ni de pTau, la répartition des patients dans les différents profils biologiques finaux est peu
discriminante. Cette constatation corrobore le fait que les biomarqueurs sont spécifiques de la
maladie d’Alzheimer et qu’il s’agit de leur principale indication. Leur utilisation dans le
diagnostic différentiel des autres causes de démences, dégénératives ou autres, et des autres
pathologies neurologiques ou psychiatriques, est peu contributive. Le diagnostic de ces
diverses pathologies doit s’appuyer sur des marqueurs, biologiques ou autres, spécifiques de

chacune d’entre elles.

Un seul patient du groupe des autres pathologies présente un profil biologique
évocateur de maladie d’Alzheimer. Il s’agit d’un patient souffrant de maladie de Parkinson et
les valeurs des biomarqueurs sont a la limite des seuils : ratio ABso/APso @ 0,049 et pTau a 61
pg/mL. En utilisant les seuils que nous proposons (ratio ABs/ABs a 0,048 et pTau a 58
pg/mL), ce patient présenterait un profil biologique non concluant (élévation isolée de pTau).
De plus, il faut ajouter que, comme dans toutes les études ne comportant pas de confirmation
anatomopathologique, les diagnostics retenus de maladie d’Alzheimer ne sont pas certains et
I’erreur diagnostique est toujours possible. En plus de I’absence de diagnostic de certitude, la

démarche diagnostique n’a pas été standardisée entre les différents centres et cliniciens et les
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erreurs diagnostiques peuvent étre source de biais. D’autre part, I’interaction clinicien-

biologiste, qui est de plus en plus fréquente, n’est pas encore généralisée a toute la région.
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VIIl. CONCLUSION ET
PERSPECTIVES

Notre étude a évalué I’intérét du dosage du peptide AB 40 pour le diagnostic de maladie
d’Alzheimer en pratique courante au laboratoire de biochimie spécialisée du CHU de Nancy.
Ainsi, nous avons effectué ce dosage chez tous les patients ayant benéficié d’une PL pour
I’analyse des 3 biomarqueurs habituellement préconisés lors de la recherche d’une maladie
d’Alzheimer chez des sujets présentant des signes cognitifs atypiques ou chez des sujets
jeunes présentant des signes neuropsychologiques évocateurs de maladie d’Alzheimer. Nos
résultats montrent que ce dosage est particulierement intéressant dans cette population. En
effet, il nous a permis d’améliorer I’interpréetation biologique et d’augmenter la proportion de
conclusions de 67% a 97% dont 87% directement pertinente pour le clinicien. Par conséquent,
notre travail confirme le bénéfice de I’utilisation du ratio ABs2/AB4o en seconde intention et
I’intérét de la prescription biologique de ce marqueur lorsque pTau et AP4, présentent des
résultats divergents.

Nous avons, par ailleurs, pu réajuster les seuils de ces 2 marqueurs dans cette
population particuliére. Les valeurs seuils de 0,048 pour le ratio ABs/AB4o et de 58 pg/mL
pour pTau permettant d’atteindre une spécificité de 100% et une sensibilité de 72%. Ces
résultats meritent évidemment d’étre confirmés par d’autres centres et sur un nombre de
patients plus conséquent. Il serait par ailleurs intéressant de suivre les patients MCI que nous
avons identifiés dans la population d’étude puisque ce ratio est décrit dans la littérature
comme étant un marqueur de risque de conversion vers une maladie d’Alzheimer et que la
précocité du diagnostic est un enjeu majeur en terme de prise en charge. Ce travail confirme
que les bilans biologiques pour lesquels il est impossible de conclure restent ceux présentant
une valeur isolément élevée de pTau. Une étude plus approfondie et un suivi de ces patients
pourrait apporter a I’avenir des éléments d’interprétations complémentaires. Enfin, pour les
cas les plus complexes, les réunions de concertations pluridisciplinaires facilitant le dialogue
clinico-biologique sont indispensables et apportent des points de vue différents pour une
vision plus globale de chaque dossier.
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ANNEXES

Annexe 1:

Criteres diagnostiques pour la maladie d”Alzheimer selon le DSM IV

1. Apparition de déficits cognitifs multiples, comme en témoigne a la fois :
1 A. une altération de la mémoire (altération de la capacité a apprendre des
informations nouvelles ou a se rappeler les informations apprises
antérieurement) ;
1 B. une (ou plusieurs) des perturbations cognitives suivantes :
a. aphasie (perturbation du langage) ;
b. apraxie (altération de la capacité a réaliser une activité motrice,
malgré des fonctions motrices intactes) ;
c. agnosie (impossibilité de reconnaitre ou d’identifier les objets
malgré des fonctions sensorielles intactes) ;
d. perturbation des fonctions exécutives (faire des projets,
organiser, ordonner dans le temps, avoir une pensée abstraite).
2. Les déficits cognitifs des criteres 1A et 1B sont tous les deux a ['origine
d’une altération significative du fonctionnement social ou professionnel et
représentent un déclin significatif par rapport au niveau de fonctionnement
antérieur.
3. L’évolution est caractérisée par un début progressif et un déclin cognitif
continu.
4. Les déficits cognitifs des critéres 1 A et 1B ne sont pas dus :
4a. a d’autres affections du systémes nerveux central qui peuvent
entrainer des déficits de la mémoire et du fonctionnement cognitif
(maladie cérébrovasculaire, maladie de Parkinson, maladie de
Huntington) hématome sous-dural, hydrocéphalie a pression
normale, tumeur cérébrale) :
4b. a des affections générales pouvant entrainer une démence
(hypothyroidie, carence en folates, B12, pellagre, hypercalcémie,
neurosyphilis, infection VIH) ;
4c. a des substances.
5. Les déficits ne surviennent pas exclusivement au cours de 1’ évolution
d’un delirium (confusion mentale).
6. La perturbation n’est pas mieux expliquée par un trouble de I'axe 1
(trouble dépressif majeur, schizophrénie).
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Annexe 2:

Criteres de diagnostic de la maladie d’Alzheimer
d’apres le NINCDS-ADRDA (McKhann, 1984)

1-Critéres de maladie d’Alzheimer probable :

Syndrome démentiel établi sur des bases cliniques et documenté par le Mini-Mental Siate
(Folstein, 1975), le Blessed Dementia Scale (Blessed, 1968), ou tout autre test équivalent

et confirmé par des épreuves neuropsychologiques

Déficits d'au moins deux fonctions cognitives

Altérations progressives de la mémoire et des autres fonctions cognitives

Absence de trouble de conscience

Survenue entre 40 et 80 ans le plus souvent au-dela de 65 ans

En I'absence de désordres systémiques ou d'une autre maladie cérébrale pouvant rendre compte,
par eux-mémes, des déficits mnésiques et cognitifs progressifs

2-Ce diagnostic de maladie d'Alzheimer probable est renforcé par :

La détérioration progressive des fonctions telles que le langage (aphasie),

les habiletés motrices (apraxie), et perceptives (agnosie)

La perturbation des activités de vie quotidienne et la présence de troubles du comportement
Une histoire familiale de troubles similaires surtout si confirmés histologiquement

Le résultat aux examens standards suivants :

Normalité du liquide céphalo-rachidien

EEG normal ou siége de perturbations non-spécifiques comme la présence d’'ondes lentes
Présence d'atrophie cérébrale d'aggravation progressive

3-Autres caractéristiques cliniques compatibles avec le diagnostic

de maladie d'Alzheimer probable aprés exclusion d'autres causes :

Périodes de plateaux au cours de I'évolution

Présence de symptdémes tels que dépression, insomnie, incontinence, idées délirantes, illusions,
hallucinations, réactions de catastrophes, désordres sexuels et perte de poids.

Des anomalies neurologiques sont possibles surtout aux stades évolués de la maladie,

notamment des signes moteurs tels qu'une hypertonie, des myoclonies ou des troubles de la marche.
Crises comitiales aux stades tardifs

Scanner cérébral normal pour 'age

4-Signes rendant le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable incertain ou improbable :
Début brutal

Déficit neurologique focal tel que hémiparésie, hypoesthésie,

déficit du champ visuel, incoordination motrice a un stade précoce

Crises convulsives ou troubles de la marche en tout début de maladie

5-Le diagnostic clinique de maladie d’Alzheimer possible :

Peut &tre porté sur la base du syndrome démentiel, en 'absence d’autre désordre neurologique,
psychiatrique ou systémique susceptible de causer une démence, et en présence de variante

dans la survenue, la présentation ou le cours de la maladie

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

Et pourrait &tre utilisé en recherche clinique quand un déficit cognitif

sévére progressif est identifié en 'absence d’'autre cause identifiable.

6-Les critéres pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer certaine sont :
Les critéres cliniques de maladie d’Alzheimer probable
Et la preuve histologique apportée par la biopsie ou l'autopsie
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Annexe 3 :

Proposition de nouveaux criteres diagnostiques
de la maladie d’Alzheimer probable (d’aprés Dubois et coll., 2007)

Maladie d’'Alzheimer probable
(Critére A + I'un ou plusieurs des critéres secondaires B, C, D ou E)

Critére majeur

A. Un trouble de mémoire épisodique initial, constitué par :

Des troubles de mémoire fonctionnels progressifs rapportés par le patient
ou I'entourage depuis au moins six mois

La mise en évidence d'un trouble de mémoire épisodique significatif
dans les tests avec un déficit de rappel non significativement amélioré

ou non normalisé en situation d'indicage ou de reconnaissance,

alors que I'encodage initial de I'information a été contrdlé

Les troubles de la mémoire épisodique peuvent étre isolés ou associés

a d'autres troubles cognitifs

Criteres secondaires

B. Une afrophie des structures temporales internes :

Atrophie hippocampique, entorhinale ou amygdalienne

Mise en évidence en IRM par échelle visuelle qualitative

ou par volumétrie quantitative, en référence a des sujets contréles de méme age
C. Une modification du taux de biomarqueurs dans le LCR :
Diminution des taux d'Ap 1-42 et/ou augmentation

de la concentration totale de protéine Tau ou de phospho-Tau
Modification de tout autre marqueur validé dans le futur

D. Un profil spécifique a la TEMP ou ala TEP ;

Diminution du métabolisme du glucose

dans les régions temporo-pariétales bilatérales

Toute autre anomalie de distribution de ligand validé dans I'avenir
E. Une mutation autosomale dominante dans la famille directe

Critéres d’'exclusion

lls peuvent étre liés :

Au mode d'installation :

- Début brutal

- Survenue précoce de froubles de la marche, de crises comitiales, de troubles comportementaux
A'la présentation clinique

- Déficit neurologique focal : hémiparesie, troubles sensoriels, déficit du champ visuel
- Signes extrapyramidaux précoces

A Texistence de conditions médicales pouvant rendre compte,

a elles seules, des troubles de mémoire ou cognitifs :

- Démences non Alzheimer

- Dépression majeure

- Pathologie cérébrovasculaire

- Troubles métaboliques ou toxiques

- Anomalies IRM en FLAIRr ou en T2 dans la région temporale interne,

évoquant une atteinte infectieuse ou vasculaire

Critéres pour la maladie d’Alzheimer définie

La maladie d'Alzheimer est considérée comme définie

si les deux critéres suivants sont présents :

Le critére majeur A

Lexistence d'une preuve histologique (biopsie corticale ou autopsie) ou génétique (mutation génique sur
le chromosome 1, 14 ou 21) de maladie d'Alzheimer
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Annexe 4 :

Score
maximal

Score

MINI-MENTAL TEST DE FOLSTEIN

5

ORIENTATION (1 point par réponse juste)

- En quelle année sommes-nous ?

- Quelle saison ?

- Quel mois ?

- Quelle est la date ?

- Quelestle jour ?

- Dans quelle pays sommes-nous ?

- Quelle ville ?

- Quel département ?

- Quel est le nom de I'hépital ? (ou adresse du médecin)

- Quelle salle ? (ou endroit, cabinet, etc,...)
APPRENTISSAGE
Donner 3 noms d'objets au rythme de un par seconde (ex : cigare, fleur, porte) ; a la répétition
immeédiate compter 1 par réponses correctes. Répéter jusqu'a ce que les 3 mots solent appris.
Compter le nombre d'essais (ne pas coter).

ATTENTION ET CALCUL
Compter a partir de 100 en retirant 7 4 chaque fois. Arréter apres 5 soustractions. Noter le
nombre de réponses correctes.

RAPPEL
Demander les 3 noms d'objets présentés auparavant (1 point par mot correct)

LANGAGE

- Dénommer un stylo, une montre (2 points)

- Répéter : "Il n'y a pas de mais, ni de s1, n1 de et”" (1 pomt)

- Exécuter un ordre triple : "Prenez un papier dans la main droite, pliez le en deux et jetez
le sur le plancher" (1 point par item correct)

- Copier le dessin suivant (1 point) :

- Ecrire une phrase spontanée (au moins 1 sujet et 1 verbe, sémantiquement correcte, mais
la grammaire et 'orthographe son indiftérentes (1 point)

Tous les angles doivent étre présents

TOTAL
(30)

Apprécier le niveau de vigilance sur un continuum : Vigile Obnubilé Stupeur Coma
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Annexe 5 :

Echelle d’Activités Instrumentales de la Vie Courante (IADL)"

Identification du Patient :

Date :

Capacitée a ... Cocher puis relier les points pour visualiser I'évolution :

A — ... Utiliser le téléphone

1 — De sa propre initiative, cherche et compose les numéros

2 — Compose un petit nombre de numéros bien connus

3 — Répond au téléphone mais n'appelle pas

4 — Incapable d'utiliser le téléphone

B — ... Faire les courses

1 — Fait les courses de facon indépendante

2 — Fait seulement les petits achats tout seul

3 — A besoin d'étre accompagné quelque soit la course

4 — Totalement incapable de faire les courses

C — ... Préparer les repas

1 — Prévois, prépare et sert les repas de facon indépendante

2 — Prépare les repas si on lui fournit les ingrédients

3 — Est capable de réchauffer les petits plats préparés

4 — A besoin qu’on lui prépare et qu’on lui serve ses repas

D — ... Entretenir le domicile

1 — Entretiens seul la maison avec une aide occasionnelle pour les gros
travaux

2 — Ne fait que les travaux d'entretien quotidiens

3 — Fais les petits travaux sans parvenir a garder un niveau de propreté
suffisant

4 — A besoin d'aide pour toutes les taches d'entretien du domicile
5 — Ne participe pas du tout a I'entretien du domicile

E — ... Faire la lessive

1 — Fait toute sa lessive perso. ou la porte lui-méme au pressing
2 — Lave les petites affaires

3 — Toute la lessive doit étre faite par d'autres

F — ...Utiliser les moyens de transport

1 — Peut voyager seul et de facon indépendante

2 — Peut se déplacer seul en taxi ou par autobus

3 — Peut prendre les transports en commun s'il est accompagné

4 — Transport limité au taxi ou a la voiture avec accompagnement
5 — Ne se déplace pas du tout

G — ... Prendre les médicaments

1 — S’occupe lui-méme de la prise (dosage et horaire)

2 — Peut les prendre par lui-méme s'ils sont préparés a l'avance

3 — Incapable de les prendre de lui-méme

H — ... Gérer son budget

1 — Totalement autonome (fait des chéques, paye ses factures,...)
2 — Se débrouille pour les dépenses au jour le jour, mais a besoin d'aide
pour gérer a long terme

3 — Incapable de gérer I'argent nécessaire a payer ses dépenses au jour
le jour

Identification de I'IDE (Paraphe) :

" Instrumental Activities of Daily Living
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Annexe 6 :

Criteres clinigues de démence a corps de Lewy (d’apres McKeith et al, 2005)
1- Critéres principaux (essentiels au diagnostic de possible ou probable DCL)
- déclin cognitif de sévérité suffisante pour interférer avec les activités
sociales ou professionnelles
- troubles de la mémoire pouvant manquer au début de I’évolution
- troubles attentionnels, visuo-spatiaux, profil d’atteinte cortico-sous-
corticale
2- Criteres associés (2 de ces critéres sont suffisants pour le diagnostic probable de
DCL, 1 pour le diagnostic possible de DCL)
- fluctuation de I’état cognitif avec variations dans I’attention et la vigilance
- hallucinations visuelles récurrentes et elaborées
- syndrome parkinsonien spontané
3- Criteres évocateurs (si un ou plus de ces critéres est présent avec un ou plusieurs
critéres principaux, le diagnostic de probable DCL peut étre fait. En I’absence d’un ou
plusieurs criteres principaux, un ou plusieurs critéres évocateurs est suffisant pour le
diagnostic de possible DCL. Le diagnostic de probable DCL ne doit pas étre basé sur
les seuls critéres evocateurs)
- troubles du sommeil paradoxal
- sensibilité accrue aux neuroleptiques
- diminution du transporteur de la dopamine en imagerie fonctionnelle
(SPECT ou PET)
4- Critéres associés (fréguemment présents mais non spécifiques)
- Chutes répétées et syncopes
- pertes de connaissances breves
- dysautonomie sévere : hypotension orthostatique, incontinence urinaire
- hallucinations d’autres modalités
- délire systématisé
- dépression
- relative préservation des structures du lobe temporal médian au scanner ou
al’IRM
- scintigraphie au MIBG anormale
- ralentissement précoce avec des salves d’ondes dans les territoires
temporaux a ’EEG
5- Le diagnostic de DCL est moins vraisemblable
- en présence de maladie cerébrovasculaire évidente cliniquement ou en
imagerie cérebrale
- en présence de toute autre maladie somatique générale ou d’une autre
pathologie cérébrale qui pourrait expliquer le tableau clinique et I’imagerie
- si le parkinsonisme apparait a un stade sévere de démence
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Annexe 7 :

Score d’Hachinski :

- installation brutale

- aggravation par paliers

- évolution fluctuante

- hypertension artérielle

- antécédents d’AVC

- signes d’athérosclérose

- symptomes neurologiques focaux

- signes neurologiques focaux

- confusion nocturne

- conservation relative de la personnalité

- dépression

[ e =T N T T T R R T S V)

- plaintes somatiques
- labilité émotionnelle 1

Démence dégénérative si <4, démence vasculaire si >7 et démence mixte si compris entre 4 et 7
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Annexe 8 :

Criteres diagnostiques des démences fronto-temporales selon Neary
Eléments essentiels au diagnostic :

- début et progression insidieux

- déclin précoce dans la conduite sociale interpersonnelle

- atteinte précoce dans la conduite personnelle

- apathie précoce

- perte précoce de I’autocritique

Eléments appuyant le diagnostic :

- troubles du comportement : altération progressive de I’hygiéne et des soins
personnels, rigidité mentale, changements d’habitudes alimentaires,
perséveération, comportement d’utilisation

- parole et langage : changement du débit verbal, stéréotypie verbale,
écholalie, persévération, mutisme

Imagerie :
- anomalies frontales dominantes
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Annexe 9 :

Diagnostic clinique de la paralysie supranucléaire progressive selon les critéres du NINDS

PSP
Symptdmes essentiels
PSP possible :
- affection graduellement progressive
- début apres 40 ans
- paralysie de regard conjugué suprnucléaire vertical
- pas d’évidence d’autres maladies
PSP probable :
- signes de PSP possible et
- instabilité posturale marquée avec chutes dans la 1 année de la survenue
des symptbmes

PSP certaine :

PSP cliniqguement probable et évidence histopathologique
Signes secondaires
- rétrocolis

- réponse faible ou nulle au traitement a la Lévodopa

dysphagie et dysarthrie précoces

atteinte cognitive précoce
Critéres d’exclusion
- encéphalite récente
- atrophie frontale ou temporopariétale
- hallucinations ou idées délirantes
- démence de type Alzheimer
- syndrome cérébelleux ou dysautonomie précoce

- signes parkinsoniens precoces et asymétriques
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Annexe 10 :

Formulaire d'information et de non opposition du patient a I'utilisation de LCR a une fin de
recherche scientifique et médicale :

Madame, Mademoiselle, Monsieur,

Gréace aux progres réalisés dans la recherche médicale, il est désormais possible de réaliser, grace a
une ponction lombaire, le dosage de marqueurs biologiques de la maladie d’Alzheimer dans le liquide
céphalorachidien. Les résultats de ces analyses peuvent renforcer le diagnostic de cette maladie et
également fournir des informations importantes sur des caractéristiques de votre maladie.

Une meilleure connaissance de ces données pourra donc permettre dans I'avenir une prise en charge
mieux adaptée pour chaque patient.

Dans le cadre des soins concernant votre maladie, vous allez subir une ponction lombaire.

- Une partie du prélévement servira a la réalisation de ces dosages au laboratoire de biochimie
spécialisée du CHU de Nancy.

- Une partie du prélevement non utilisée pour le diagnostic sera conservée dans une
« banque » de liquide céhalorachidien située dans le laboratoire de biochimie spécialisée de
I'Hopital central de Nancy pour une éventuelle utilisation ultérieure dans le cadre de votre
prise en charge.

- Une autre partie de ce prélévement pourra, sauf opposition de votre part, étre utilisée pour la
recherche médicale ou scientifique sur le théme du développement et de la validation de
nouveaux marqueurs diagnostiques de la maladie d’Alzheimer, dans les conditions de la loi
n°2004-800 du 06 ao(t 2004 relative a la bioéthique. Cette banque de prélévement est gérée
conformément a la réglementation et sont déclarées auprés des autorités de Tutelle.

Par ailleurs, les données qui résultent des recherches peuvent faire I'objet de publications
scientifiqgues. En aucun cas votre identité ne sera révélée. Nous nous engageons a préserver votre
anonymat. Nous vous informons également que les prélevements étudiés seront susceptibles d’étre
transmis a d’autres équipes de recherche avec lesquelles nous collaborons. Nous vous assurons que
votre anonymat sera préservé.

Votre dossier médical restera naturellement confidentiel et ne pourra étre consulté que sous la
responsabilité des médecins s’occupant de votre prise en charge ainsi que par les autorités de santé
et par les personnes diment mandatées par I'organisateur de la recherche soumises au secret
professionnel.

Dans tous les cas, elles seront exploitées dans les conditions garantissant leur confidentialité.
Conformément a la loi (artl6-1 et 16-6 du code civil), ce prélévement ne pourra étre cédé a titre
commercial, ni donner lieu & une rémunération & votre bénéfice.

Si, une fois les prélévements réalisés, vous avez le sentiment que les analyses ne doivent pas étre
effectuées, vous serez libre a tout moment de demander la destruction du matériel conservé, sans
avoir a fournir de motif et sans aucun préjudice, par lettre auprés du responsable du lieu de stockage.

En application de la loi «informatique, fichiers et liberté » du 06 janvier 1978 modifiée, le fichier
informatique utilisé pour réaliser le présent travail a fait I'objet d’'une déclaration auprés de la CNIL
(Commission Nationale Informatique et Libertés) enregistrée sous le numéro

Seules les données nécessaires a la recherche seront recueillies. Vous avez néanmoins le droit de
vous opposer a ce que les données vous concernant fassent I'objet d'un traitement automatisé. Si
vous acceptez, vous aurez a tout moment le droit d’accéder aux données vous concernant. Vous
aurez également le droit de demander a ce que les données inexactes ou devenues inexactes soient
rectifiées. Vous pourrez a tout moment exercer ces droits auprés des personnes responsables de la
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banque. Pour toutes les informations de nature médicale, ce droit pourra étre exercé par
I'intermédiaire d’un médecin de votre de votre choix (article 40-5 de la loi du 6 janvier 1978).

Votre non opposition au don doit étre libre et volontaire. Votre participation est facultative et
votre refus n’affectera en rien la qualité des soins et relations avec I'équipe médicale.

NON OPPOSITION A L’UTILISATION D’UNE PARTIE DU PRELEVEMENT A DES
FINS DE RECHERCHE MEDICALE OU SCIENTIFIQUE

Mr/Mme/Melle (Nom, Prénom)

déclare avoir compris le but et les modalités de conservation de mes prélevements.

Il a été répondu a toutes mes questions et j’en suis satisfait(e).
J'ai disposé d’'un délai de réflexion suffisant avant de prendre ma décision.

Je ne m’'oppose pas a la conservation de mes prélevements et je donne mon autorisation pour que
d’éventuelles recherches soient effectuées sur ceux-ci dans les conditions précisées dans la notice
d’information ci-dessus.

Je confirme avoir recu une copie de ce document signé et daté.

Fait en 2 exemplaires, a

A REMPLIR PAR LE PATIENT

Signature : Date : ..ooivvie i

O Non opposition a l'utilisation de mes prélévements O Opposition a l'utilisation de mes
préléevements

A REMPLIR PAR LE RESPONSABLE DE LA CONSULTATION

NOM et qualité du responsable de la Consultation :

Signature du responsable de la consultation/du service :

Date de délivrance de l'information : ...,
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Annexe 11

INNOTEST™ hTAU Ag

Famener tous les composants 3 tempéranme ambante. (20 - 23°C)

Diziribution des Standards Echantllons dans la plague INNOTEST hTAT Ag :
Ajouter 25 ul de StandardsEchantillons dans la microplaque sensibilizée.

000000U

Solution de Lavage: 1 bﬁrrerte (3 puits) 12 barrettes (96 puits)
WS (cone.) 60 ml

Eau Dhst. 130 ml 1440 ml
Preparation des Standards ;

Ajouter 500 pl de Diluant Echantllon (S0 au Standard Iyophalise ef lasser reposer £
15 minutes sur la paillasse avant d homogeénéiser parfartement.

1200 pe/enl
.

Partir du Standard 3 1200 pg/ml powr préparer les autres Standards.

2001
+20 pl 5D

+200 pl 5T
Vormz

1200 pgimt 150 pful

0 pyiml

290 pgial

Note : Un Standard a 450pg/ml (120ul de 1200pg/ml +200ul SD) peut tre ajouts.
Uz Blane {0 pg/ml = Diluant Echanhllon) dout étre mclus a chaque séne de tests.

e e

Plague INNOTESTETAUAG
Melanger en tapotant lézérement le coté ou en unlisant wn agitatewr de nucroplague.
Cowr la plaque avec mn film adhesif

INCUBATION : UNE NUIT @ A 25°C (dans un incubateur)

Préparation de In Solution de travail de Conjuzué 2 3 1a fin de I'incubation des
échanfillons -

®  Diluer lo Conjugué 2 concentré 1:100 avec lo Dilnant Conjugué

Procédure ﬂe Lavage : automatique et mammalle

Acpiver la mélange Standards/ Echantillons + Solution de Cory. 1
Aszicher |2 plaqua sur um papier absorbant

Dhstribuer 400 ul de Sclufion de Lavage dans chagque puits, laiezar
tremper 30 secondes.

Aspiver la Solution de Lavage

Acsécher Iz plaque sur un papier absorbant

Preparation de la Solution de travail de Conjuzué 1 :
¢ Thherle Conjuzué 1 concentré 1:100 avec le Diluant Conjuzué.

Distribuer 100 pl de Solution de travail de Conjugué 2 dans les puits.

0000000 s

Distribuer 75 ul de Solution de travail de Conjusué 1 dans la microplague senzibilizée.

UEUUJUUE Ppete mlicmms

75 pl Seol de travail de Conj.1
Barrette senzibilizse

2

100 pl Sol. de travail de Conj.2
i

Coanrir la plaque avee mn filw adhéeif

INCUBATION : 30 MIN @ A 25°C (dans un incubateur)

INNOTEST™ hTAU Ag ¢uite)

Préparation de la Solution Substrat 3 Lz fin de I'incubation du Conjugne:
Dhlner la TMB concentré 1:100 avec le Tampon Substat.

Procédure de Lavage : sutomatique et nonuells
Aspirerle la Solution de Cony. 2

Lecture :

Faire le Blanc du lecteur sur I"air.

Lue |'absorbance 2 450 nm dans les 15 mumates.

Un filire de référence a 620 ou 690 nm peut &tre utilisé.

Aszécher 1a plague sur un papler absorbant

Dhstnbuer 400 pl de Schution de Lavage dans chague puts, lasser
tremper 30 secondes.

Asprrer 1a Seluion de Lavage

Aszzéchar 13 plaque sur un papler absorbant

Distribuer 100 pl de Substrat dans les puits.

JUU000D Jrmomisemm

% ?() [) ?(] ("——100 ul Substrat.

INCUBATION : 30 MIN E} AU NOIE A TEMPERATURE AMBIANTE (20 - 25°C)

Bamette sensibilisée

Arrét de Ia réaction :
+  Ajouter 100 pl de Scluton d"Amét 3 chaque puts

U000 Q0 U roommisemee

100 pl Sohtion 4" Arrét

Solution substrat

# Mzlanger en fapotant légerement le cote ou en ublisant un agitatewr de nucroplague.

DROGENETICS FRANCE
Tel +33.1. 495326 18
Faxo +33 1 6459 14 54
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Annexe 12

INNOTEST™ PHOSPHO-TAU sp

Famener tous les compasants, zauf le Standard. 3 température ambiante. (18-30°C)

Solution de Lavage: 1 barrette (3 puits) 12 barrettes {96 puitz)
WS (cone.) Sml 60 ml

Ean Dstillée 120ml 1440 ml
Preparanon des standards :

 le Standard 100 000 pg'ml sur 1a paillasse avant nsage.
+ N'utilizer que des tubes en polypropyléne pour la prep:nmuon des Standard: !
#  Milanger parfaitement le Standard décongelé et préparer un standard 3 500 pe/'ml en diluant le Standard
100 000 pg/od au 1/200 en Diluant Echantillon (50 dans un tube séparé en polypropyléne.

vortex 10 pl stand + 1990 ul SD mélanger
e B ﬁ
= —r

Standard 100 000 pg/ml décongelé 500 pz/ml

*  Partir du standard 500 pg/ml powr préparer les autres standards.

Varess

1548 pgiml

*  Un Blanc (! pg/ml = Diluant Echantillon} deit étre nclus 3 chaque séne de tests.

Distribuer 25 pl de Solution de travail de Conjugué 1 dans la
microplague sensibilizée,

UEUU]UUU—MWM

.— 25 ul Solution de Conj. 1.

Banette sensibilisée
plages INNOTEST PHOSPHO-TAU j0ip

Distribution des Standards/ Echantillons dans la microplague sensibilizée
INNOTEST PHOSPHO-TAU gy

Ajouter 75 pl de standard Thluant Ech Ech dans la plaque sensibibizéa

0yUy00oda

Standards —) (.00 LCR
violet bleu

plaqus INNOTES T PHOSPHO-TAT 0,

Note - lors de | 'gjout des Echantillons de LCR. la solution de travail de
Congugué 1 doit virer duvieler au bleu.

Melanger en tapotant légerement le coté ou en unithsant un amtateur de
microplague.

Cowar la plague avec un film adhé=sif

INCUBATION : 16+2h & A 2-8°C (réfrigérateur)

Préparation de la Solution de travail de Conjugué 23la fimde

r

meubation des échantillons :
Drluer le Conuzue 2 concentré 100 avee le Dilwant Commgues 2
(coloration verte)

Préparation de la solution de travail de Conjugue 1 :
®  Dhluer le Conjugué 1 concentré 100x avec la Diluant Conjuzué 1 (coloration viclette).

Procedure d.e Lavage : sutomatique et mannelle

Azpwer Standards Fchantllons + Sohition de Conj. 1
*  As=sécher la plaque s un papier absorbant
*  Dismbuer 400 pl de Solution de Lavage dans chaque
puits, laisser tremper 30 secondes.
*  Aspwer la Solution de Lavage
*  Assécher la plaque sur un papier absorbant

INNOTEST™ PHOSPHO-TAU 131p) (suite

Distribuer 100 ul de Solation de travail de Conjugue 2 dans les puits.
V000 [ U0 [ oo
—— 100 vl Sclution de Conj.2.
B cemeibilisg
*  Cowmr Iz plague avec un film adhésif
INCUBATION : 60 £ 5 MIN & A TEMPERATURE AMBIANTE (18 - 30°C)

Preparation de la Solution Substrat a la fin de I'incubation du Conjugue:
#  Dhluer le TMB concentre 100x avec le Tampon Substat.

Procédure de Lavage : sutomatique et manuelle
*  Asprer la solution de Conj. 2
~*  Assécher la plagque sur un papier absorbant
*  Distibuer 400 pl de Solution de Lavage dans chague puats, laisser tremper 30 secondes.
*  Asprer la Sclunon de Lavage
*  Assécher la plague sur un papier absorbant

Distribuer 100 pl de Solation Substrat dans les puits.

0000000 [ reemiscmme

100 pl Solution Substrat.
Barrefte sensibilisée

INCUBATION : 30 3 MIN & AU NOIR A TEMPERATURE AMBIANTE (18 - 30°C)

Arrét de la réaction :
. Ajouter 50 yl de solution d”amét dans tous les puits.

0000000 t—;mm
i o e e i T

. :Mélal?ger en fapotant légerement le cote ou en unlizant un agitatew de
microplaque.

Lecture :

*  Faie le Blanc du lecteur sur Iair.

*  Lire 'shsorbance 3 450 nm dans les 15 mimates.

*  TUnfiltre de référence 3 595, 620 ou 690 nm peut &tre utilizé

DMNOGENETICS FRANCE
Tel +33.1.4953.26. 18
Fao +33 1645914 54
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Annexe 13

INNOTEST™ B-AMYLOID, 4,

Famener tous les composants, sauf le Standard, 3 températue ambiante (18-30°C)

Solution de Lavage: 1 l:lﬁrrerte (3 puits) 12 barrettes (96 puits)
WS (cone) 60 ml
Eau Dist. 130 ml 1440 ml

+  Inmmédiatement avant usage, ramener ke Standard 3 tenpératire ambiante (18-30°C).

+ N'utilizer que des tube: en polypropyléne pour préparer le: dilutions Standards !

*  (aleuler le facteur de dilufion nécessame a la préparanon, a partir du Standard
décongelé, d'im Standard firé 3 2000 pg/ml (le volume totzl doit avorsmer 1500 ul).

Melanger parfaitement le Standard décongelé et préparer Le Standard 3 2000 pg/'ml
4 1'ande du Dilnant Echantillon (SDY) dans un tube sépars en polypropyléne.

Vartez 2 ulSnad <7 Wl 5D i Vartez &

Seandard dacongels = peiml

1008 eieml
+  Partir du Standard 3 2000pg/ml pour préparer les autres Standards.
+100 sl 5D
+50 W1 51
{Euluase Echenillon)
4200 ul 5T

100 pgiml

SM pziml 250 pyimi 125 pgiml

*  Un Blanc (0 pg'ml = Diluant Echantillon} doit étre inclus 3 chaque séne de tests.

Préparation de la Solution de travail de Conjugué 1 :
#  Dhluer le Conjugue 1 concentre 1: 100 avec le Diluant Conjugue 1.
*  Dhstabuer 75 pl de Soluhon de travail de Conjuzué | dans 1a microplague sensibilizée.

JJUUEUUJ—MWM

3! 75 ul Solution de Conj.1
N Bamette sencibilicée

Plague de préparation : lorsque plus de 6 baettes sont 3 tester, distribuer d’abord * 40 pl

de Standards et d'échannllons dans une nucroplaque (non sensibilisée) en polypropyléne.

Transférer 25 pl de Standards FEchantillons de cette plaque vers la plaque INNOTEST B-

ANYLOID), . Cecl mintimise me dénve de rézctivits.

*  Mélanger parfartement les StandardsEchantillons et dishibuer T 40 pl dans 1a plague
de preparation. Les Standards seront testes en double.

. Plagus ds prépamatiaz

Diztribution des StandardsEchantillons dans la microplague sensibilizée INNOTEST
A-AMYLOID,, .

*  Transférer 25 pl des Standard Echant de laplaqu.e de préparanion vers la plagque
sensibilisée INNOTEST 8-AMYLOID, .

Plaqus o praparatics

DOMOTEST 5-AMYLOID, o plagse

INNOTEST™ B-AMYLOID, ,

(suite)

*  Mélanger en tapotant légérement le cdté ou en utilisant un apitatenr de microplagque.
*  Comw bz plague avec un film adhésif

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

Procedure de Lavage : automatique et marmelle
Asprrer la Solution de Cony. 2
*  Assecher la plaque sur wm paprer absorbant
{# Dhstabuer 400 ul de Solution de Lavage dans chaque puts, latsser
tremper 30 secondes.
*  Aspirer la Solubon de Lavage
L#  Assacher |z plaque sur im paprer absorbant

Préparation de la Solution de travail de Conjugué 2 i la fin de "incubation des
eéchantillons :
*  Dhluerle Conjuzué 2 concentre 1:100 avec le Diluant Confugue 2

Procédure d.e Lavage : sutomatique et menuelle
Aspirer e melange StandardsEchannllons + Solimon de Coxj. 1

*  Assécher |3 plague sur un papier absorbant

*  Distibuer 400 pl de Sclution de Lavage dans chague puts, laisser
tremper 30 secondes.

*  Aspuer 1z Solution de Lavage

*  Assécher |3 plague sur un papier absorbant

Dhiztribuer 100 pl de Solution Substrat dans les puits
U000 0 QQ (frrommmiseme
100 pl Substrat
Banette sensibilizée

INCUBATION : 30 MIN E‘D AUNOIR A TEMPERATURE AMBIANTE (18 - 30°C)

Diztribuer 100 pl de Sclution de travail de Conjugué 2 dans les puits.

EEJJJUUE—MMM
100 ul Solution de Com.2
Banette sensibilisée
*  Cowamr avec umn film adhésif
INCUBATION : 30 MIN E} A TEMPERATURE AMBIANTE (18 - 30°C)

Arrét de la réaction :
*  Ajouter 50 pl de soluhon d'arrét dans tous les puts.

UUUU U [ Jrmomsemncm

0 ,O ,O ‘ ' 0 ' . 30 ul Solutton 4" Arrét
i i i it IO
® Mélanger an tapotant légérement la c4té ou en utilisant un agitatenr de

mueroplague.

Préparation de la Solution Substrat 4 Iz fin de l'incubation du Conmugue:
* Diluer le TMB concentré 1x100 avec le Tampon Substat

Lecture :
+ Faire le Blanc du lectewr sur I'air.
* Lire I'absorbance 3 450 nm dans les 15 mumates.
» U filtre de référence a 553, 620 ou 650 nm peut étre utihse

&

INNOGENETICS FRANCE
Tel 149932613
Fax 433, IM"J 1454
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Annexe 14

SurmtacaIVD-CE  IBL27714/ Coden” 81013

ELISA HUMAN AMYLOID (1—40) (_\r) Distribution des Standards/Echantillons dans la microplaque sensibilisée ETTSA
HUMAN AMYLOID (1-40) -
u-n:ijjsm'mlmus e e aumbiante (18-30°C) eaviron 30 vt + Dilusr an 1/30 les échannillons de liguide céphalo-rachidien (LCF) aver I'ELA Buffer
10wl Echantllon + 280ul Diluant

Solution de Lavage: 12 barrettes (%6 puits) 6 barettes 3 barettes
WS (concentrée) 50ml 25 ml 11ml » Mélanger parfaitement les Standards Echantillons dilués. Les Standards et Echantillons
Eau Dist. 1950 ml 975ml 468 ml seront testes ea double -
» N'utilizer que des tubes en polypropyléne pour préparer les dilutions des Standards 0 peiml
et des Echantillons ! -
15,63 pgml
»  Verser Iml d’esu distilés dans le flacon du Standard’’', Mélanger parfaitement. 31,25 pg/ml
Le Standard tiwé 8 2000 pg/ml est prét 62,5 pzml
Eam ditille Lzl 125 pg/ml

250 p/ml

500 pefml
|:,"‘> 1000 pg/ml

«  Distribuer 100 ul des Standand Echansillons dans la plaque sensibilisée ELISA HUMAN
AMYLOID (1-40) ().

Standard 2 7000 pgiml

#  Preparer £ tubes en polypropylene pour la dilution du standard en notant les N U
concentations finales mentionnees ci-dessous.
*  Verser 230 pl de Dilnznt Echansillon (ELA Buffer ') dans chaque tubs.
®  Parrir du Standard & 2000pg/ml pour préparer les sutres Standards. = = =
N1
/-\\‘"3-'"'15' ELITA BUMAN AMYLOID (L-50) (M) plaque
HSMM i
|1mﬂp=.ml ®  Conir 1 plague svec un film adhesif

INCUBATION : UNE NUIT @ AdC

/;Q!L‘ 230ul 230 230ul 2_% /35\‘
Procedure de Lavage - automatique et mannelle

»  Diler la quantité nécessaite de solution de lavage concenmés ' su 1/40 en
odunﬂhu ean distillee
qul . »  Laver chaque puits vigoursusament svec la solurtion de lavags
\_/’ s  Remplic chague puirs de Seluricn de Lavage, lrisser

10yl s’uwr—n *sr. .pml 1 2,57 tremper 15730 secondes.

al 31,25 pyml |

Tute | = Tehes  Tubef  TubeT o Aspirer la Solurion de lavage
P . . - *  Sécher 1z plague sur um papier sbsorbant
» TUnElanc () pg/ml = Diluant FT4 Buffer’) doit ére inclus 3 chaque sésie de tasts. Lavage au ique 4 eycles, 1 rempage (Imin), 3 cyeles - Sichar la plague sur un papiar
aborbant
Stttz IVD-CE  IBL27714 /Code n” 81013
(suite)
Préparation de la Solution de travail de Conjugné (Labeled antibedy Conj.): Arrét de la réaction :
o Diler le Conjugus concenme su 1730 avec le tampon conjuzué”' (Soluton for Labeled *  Ajouter 100 pl de solution 4" arrés ' dans tous les puits.
Con). -
DO 00U U Ui
o Dismibuer 100 ul de Solution de wravail de Conjugus dans les puits. W
100 1l Solution d*arrés
J U U U U |—Plpme praiibelick: iy

100 ul Sobuton Comjuzué Substrat

(Labeled Antihody) * Melanger en tapotant lézérement le cité (ou en urilisant un agitatewr de

Barrette sensibilisée micraplague.)

®  Contrdler I'sbsence de bulles A la surface du quide
*  Cowvir svec um Sim = La coulenr vire au jaume apris arrér.
INCUBATION : 60 MIN. @ A 4°C
Lecture :

Procédure de Lavage - memells » Lire]'sbsorbance 4450 nm dans les 30 nimates qui suivent I"arrét de la réaction.

o Laver chague puits vigourensement svec la solution de lavage
# Femplir chague puits de Solntdon de Lavage, laisser
4 tmemper 1530 secondes.
\* Aspirerls Solution de Lvaze Caleul quantitatif en pziml. -
»  Aszécher la plague sur un papier sheorbant

L'wilisation d" cowrbe de calibration de type si Ide o5t recommands
Lavaze automarique - 4 cycies. 1 rempage (Imin_ ), 3 cyeles - Sécker la plague sur un papier * {C‘m;m?adn:zn Wozis Dalsitr:op:ique gey_s;g‘?s estrEe =
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RESUME

Aujourd’hui, les marqueurs biologiques AP4,, protéine Tau et sa forme phosphorylée pTau dans le
LCR, sont devenus incontournables dans la batterie d’outils diagnostiques disponibles de la maladie
d’Alzheimer. De nombreuses études ont validé la pertinence et la performance des biomarqueurs chez
des malades d’Alzheimer. Cependant, il arrive que I’utilisation de ces marqueurs ne permette pas de
conclure biologiquement. Des études récentes ont proposé d’effectuer le dosage du peptid§ A 4,
peptide majoritairement présent dans le LCR et le cerveau et considéré comme le reflet de la charge
amyloide globale du patient. Afin d’évaluer I’intérét de ce dosage complémentaire dans la pratique
courante au laboratoire, nous avons proposé de réaliser ce dosage chez tous les patients ayant bénéficié
des dosages des biomarqueurs standards et pour lesquels le bilan biologique ne permet pas de
conclure. Le recrutement de notre population d’étude est basé sur ces critéres biologiques. Les dosages
des biomarqueurs standards et celui du peptide AB4o ont été réalisés en utilisant les Kits ELISA de la
société Innogenetics®.

Dans ce contexte, nous avons montré que le dosage d’ApB. permet de poser une conclusion biologique
pour 109 patients sur 122 (89%) pour lesquels les biomarqueurs standards étaient pris en défaut. Nous
proposons également d’optimiser les valeurs seuils & 0,048 pour le ratio AB4,/A4 et & 58 pg/mL pour
pTau apportant une sensibilité de 72% et une spécificité de 100% pour le diagnostic de la maladie
d’Alzheimer par rapport & un ensemble d’autres pathologies neurologiques et psychiatriques.

Notre étude montre que ce dosage est pertinent et que I’intégration de pTau avec le ratio ABs/ABs €n

fait un bon outil diagnostique de la maladie d’ Alzheimer en seconde intention.

Titre en Anglais :

CONTRIBUTION OF AB42/AB40 RATIO IN THE INTERPRETATION OF BIOLOGICAL
ASSESSMENT OF ALZHEIMER’S DISEASE IN 122 LORRAINE’S MEMORY CENTERS
PATIENTS.

Theése : Médecine spécialisée — Année 2011.

Mots clés :
Maladie d’Alzheimer, Marqueurs biologiques, Peptide A4, ratio ABs/AB4, Démences
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