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[. INTRODUCTION

En 1906, le neuropsychiatre Allemand Alois Alzheimer identifie la maladie qui portera son
nom en 1910. C’est en pratiquant I’autopsie du cerveau d’une de ses patientes qui présentait
des troubles de la mémoire, qu’il décrivit les deux 1ésions neuropathologiques principales de
la maladie d’Alzheimer (MA) : les plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires
(DNF ou tangles). Dé¢s lors, 1’é¢tude anatomopathologique du cerveau en post mortem prend

une place importante dans le diagnostic de la MA.

En 1975, le premier test neuropsychologique assorti d’un score vient renforcer I’approche
clinique. Bien qu’elle constitue encore aujourd’hui le diagnostic de certitude de la maladie,
I’autopsie est progressivement délaissée, au profit des critéres cliniques intégrant les tests

neuropsychologiques.

Au fil des années, la médecine a fait de nombreux progrés dans la compréhension de la
maladie et la mise en évidence des mécanismes physiopathologiques. Avec notamment,
I’identification en 1984 et 1985 des principaux constituants biologiques de ses lésions
caractéristiques, le peptide béta-amyloide (Ap), la protéine Tau (Tubulin-associated unit) et la
protéine Tau phosphorylée (P-Tau). C’est en 1997 que les premiers dosages biologiques utiles
au diagnostic de MA apparaissent, ce sont les biomarqueurs du LCS (AB42 et Tau), dans le
méme temps, les premiers appareils d’IRM commencent a étre commercialisés. Le
développement concomitant des marqueurs d’imagerie et des biomarqueurs du LCS a permis

d’améliorer considérablement la confiance diagnostique du clinicien.

Aujourd’hui, les marqueurs biologiques du LCS ont largement confirmé leur utilité dans le
diagnostic de MA, ils sont largement utilisés dans le monde entier et entrent dans une
nouvelle phase de développement, 1’automatisation, permettant un acces plus rapide aux

résultats et une meilleure standardisation qui augmentera la transférabilité des résultats.
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1.1 Epidémiologie
Les troubles cognitifs majeurs (TCM) dont la maladie d’Alzheimer sont un enjeu de santé
publique. On compte 50 millions de personnes atteintes de TCM dans le monde et il apparait

chaque année prés de 10 millions de nouveaux cas. Le nombre total de personnes atteintes de

TCM devrait atteindre 82 millions en 2030 et 152 millions d'ici 2050 (1).

Dans le DSM-V (Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux) paru en 2013 aux
Etats-Unis, le terme trouble neurocognitif majeur a remplacé celui de démence et se
caractérise par la mise en évidence d’un déclin cognitif par rapport aux performances globales
antérieures dans un ou plusieurs des domaines cognitifs suivant : 1’attention complexe, les
fonctions exécutives, [’apprentissage et la mémoire, le langage, la perception-motricité et la

cognition sociale. Les TCM ne sont pas expliqués par une pathologie psychiatrique.

La maladie d’Alzheimer est la forme la plus commune de TCM et serait a 1’origine de 60-
70% des cas. En seconde position, les TCM cérébro-vasculaires (20 a 30 %) et dans une
proportion moindre (< 10%), les dégénérescences fronto-temporales (DFT) et les maladies a

corps de Lewy (MCL) (1-3).

En 2019, on estime a 1,2 million le nombre de personnes atteintes de la MA en France. Elles
devraient étre 1,3 million en 2020, compte tenu de I’augmentation de 1’espérance de vie. Dans
la majorité des cas, la MA touche les sujets agés de plus de 65 ans (4). En effet, 1’age est le
principal facteur de risque, 1’incidence de la maladie double tous les 5 ans apres 65 ans (5). La
fréquence de la maladie est de 2 a 4% de la population générale. Elle augmente rapidement
pour atteindre 15% de la population a 80 ans. Les femmes agées sont plus exposées puisque,
sur 25 malades, 10 sont des hommes et 15 des femmes, mais cette différence pourrait tre li¢e
aux écarts d’espérance de vie (6). Parmi les cas survenant chez les moins de 65 ans, 10% sont
des formes familiales héréditaires a transmission autosomique dominante avec mutations des
genes de I’amyloid precursor protein (APP) ou des présenilines 1 ou 2 (PSEN1, PSEN2).
Apres 65 ans, les formes sporadiques d’origine plurifactorielle sont majoritaires, des facteurs
dits de susceptibilité génétiques sont tout de méme connus, le principal est le génotype APOE

ed (7).

L’impact socio-économique que représente la MA est colossal, en effet, les retentissements de

la maladie vont impacter le malade dans son quotidien ainsi que son entourage, qui se
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retrouve treés souvent submergé face a la maladie. Du fait d’une perte d’autonomie, le patient
nécessite un accompagnement a domicile au début de la maladie et dans les stades plus

séveres, une institutionnalisation dans une structure d’accueil est souvent inévitable.

La MA expose particulierement au risque d'inégalité d’accés aux soins du fait des charges
financiéres trés importantes qu'elle induit. En effet le colt de la maladie pour la société est
important, les colts médicaux et paramédicaux s’élévent a 5,3 milliards d’euros par an et a 14
milliards d’euros par an pour 1’aide informelle. On estime qu’il reste 1000 euros/mois de reste
a charge pour la famille (8). A noter qu’il n’y a actuellement aucun traitement curatif ou
permettant de ralentir la progression de la maladie mais des traitements symptomatiques
peuvent étre proposés tels que les inhibiteurs de 1’acétylcholine estérase ou les

antiglutamatergiques, antagonistes des récepteurs NMDA, tels que la mémantine.

Face a cet enjeu de santé publique, le gouvernement Francais a mené¢ de multiples actions,
notamment par la mise en place d’un plan maladies neuro-dégénératives 2014-2019, 4°™ plan
d’action qui succéde au plan Alzheimer 2008-2012. Il comprend trois grandes priorités :
I’amélioration du diagnostic et de la prise en charge des malades, le développement de la
recherche et ’assurance de la qualité de vie des malades et de leurs aidants (9). Aussi, de
nombreuses associations ont vu le jour ces derni¢res années, afin d’accompagner, rassembler

et informer sur la MA.
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1.2 Neurophysiopathologie

A T’état macroscopique, I’étude neuropathologique de patients atteints de MA montre une
atrophie cérébrale touchant la substance grise et la substance blanche. Elle est prédominante
au sein du lobe temporal interne et particuliérement au niveau de 1’hippocampe. L’atrophie
peut, avec I’évolution de la maladie, s’étendre au néocortex temporal, au lobe pariétal et au

gyrus cingulaire (10).

A 1’état microscopique, on peut classer les Iésions de la MA en deux catégories : les Iésions
dites positives ou «par exces»: les plaques amyloides et les dégénérescences
neurofibrillaires (DNF ou tangles) et les lésions dites négatives ou « par pertes» peu

spécifiques de la maladie, se caractérisant par une perte neuronale et synaptique (11).

Ce sont les 1ésions « positives », présentes a I’examen histopathologique qui vont permettre le

diagnostic de certitude de la MA (12) (figure 1)

Plaques

Tangles

Figure 1: Plaques amyloides et DNF (Tangles) dans le cortex cérébral d’un patient
atteint de MA, extraite de (7)
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1.2.1 Les plaques amyloides et la cascade amyloide

1.2.1.1 Les plaques amyloides

Les plaques amyloides sont la conséquence de dépots amyloides extracellulaires de peptides
Ap. 1l existe une vingtaine d’isoformes de peptides AP dont la taille varie de 695 a 770 acides
amings, toutes issues de la protéine précurseur APP dont le géne est situé¢ sur le chromosome
21. La protéine APP est présente dans toutes les cellules. Au niveau cérébral, elle serait un
facteur de survie neuronale et aurait un role dans 1’adhésion de la matrice extracellulaire et la
séquestration de métaux potentiellement toxiques (13,14). Les peptides AP sont amphiphiles,
ils sont enrichis en feuillets plissés B et c’est cette particularité qui leur confere une faible
solubilité et explique la tendance spontanée des peptides a former des oligomeres solubles.

Les dépdts amyloides se présentent sous différentes formes (figure 2) (15-17) :

- Les dépdts focaux, denses et de petite taille, a contours bien limités sont entourés
d’une couronne neuritique riche en axones et dendrites en dégénérescence et de
fibrilles riches en protéine Tau anormalement phosphorylée, structurellement
identique a celle retrouvée dans les DNF : ce sont les plaques neuritiques ou plaques
séniles, elles jouent un role clé dans la pathogénése de la MA. Au microscope, elles
sont visibles apres une coloration au rouge Congo ou a la Thioflavine.

- Les dépdts diffus, quant a eux, sont de grande taille a contours mal limités et ils sont
par définition dépourvus de couronne neuritique. Ils sont visibles par technique
immuno-histo-chimique.

- Les dépdts stellaires sont punctiformes et leur signification est mal établie.
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Figure 2 : Les différents dépots d'Ap du cerveau d'un patient atteint de MA mis en
évidence par immunohistochimie anti AP : dépots diffus (astérisques), dépots focaux
constituant des plaques neuritiques (fleches) et dépots stellaires (tétes de fléches),

extraite de (16)

La progression des plaques amyloides a fait 1’objet d’une classification selon plusieurs phases
par Thal et al en 2002 (18), cette classification a été adoptée par le NIA AA (National
Institute on Aging - Alzheimer’s Association) en 2012 (19). En phase 1, le néocortex est
impliqué, suivi par 1’allocortex et notamment 1’hippocampe en phase 2, puis les noyaux gris

centraux en phase 3, le tronc cérébral en phase 4 et le cervelet en phase 5.

Les plaques amyloides sont retrouvées chez un grand nombre de personnes agées mais pas de
facon universelle. Elles peuvent également se déposer dans les vaisseaux sanguins cérébraux
et étre la cause d’angiopathie amyloide cérébrale. 85 a 95% des cas de MA présentent au
moins un certain degré d’angiopathie amyloide cérébrale. Les plaques neuritiques seraient
plus susceptibles d’étre associées a un déficit cognitif que les plaques diffuses. Par ailleurs,
les plaques amyloides de facon globale sont moins corrélées au déficit cognitif que les DNF.
La présence de plaques amyloides n’est pas un argument suffisant en 1’absence d’autres
lésions neurodégénératives pour conclure a une MA. Elle n’est pas forcément associée a une

forme avancée de la maladie (15).
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1.2.1.2 La cascade amyloide

Le peptide AB42 est produit de fagon constitutive au cours du métabolisme cellulaire normal
dans le cerveau, néanmoins il est anormalement accumulé en cas de MA. Il provient du
clivage de I’APP. L’APP est une protéine transmembranaire, elle posseéde un court segment
intracellulaire (extrémité C-terminale), un long segment extracellulaire (extrémité N-

terminale) et un segment hydrophobe intermembranaire (figure 3).

Non-amyloidogenic Amyloidogenic
: A
2. y-Secretase a-Secretase 3-Secretase ’ y-Secretase
cleavage cleavage cleavage cleavage §2
- ) —m)
L e L b ® ZANBREN .
I W‘ P TTTTATNTIONS ARTIIR W ST g

v—Secretase y-Secretase

e s g u.f°mp'e*,.uU ]

a3 B B e

AICD CTFa (C83) CTFB (C99) AICD

Figure 3 : Métabolisme de I'APP : la voie de I’a-sécrétase ou voie ""non amyloidogéne' et

la voie de la B-sécrétase ou voie "amyloidogéne'", extraite de (20)

L’ APP fait I’objet de deux voies métaboliques (7) :

- La voie de I’a-sécrétase ou voie non amyloidogene : cette enzyme clive I’APP au
milieu du domaine AP, libérant un fragment soluble de I’APP : a-sAPP qui jouerait un
role dans la régulation de ’hémostase et les mécanismes de neuroprotection (14). Le
fragment C-terminal restant : a-CTF ou C83 est clivé par le complexe y-sécrétase qui
libere le peptide p3. Le domaine intracellulaire restant (AICD) est métabolisé dans le
cytoplasme. En raison d’un clivage de I’APP par I’a-sécrétase dans le domaine AP, la

génération de peptide AP n’est pas possible.
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- Lavoie de la B-sécrétase ou voie amyloidogéne : cette enzyme clive I’ APP juste avant
le domaine AP, libérant un fragment soluble de I’APP (B-sAPP) qui aurait un role dans
la mort cellulaire neuronale (14). Le fragment C-terminal restant : B-CTF ou C99 est
clivé par le complexe y-sécrétase sur les sites € et y et libére des peptides AP de taille
variable (de 37 a 49 acides aminés) en fonction de la zone de clivage. Il existe deux
voies principales de production des peptides AP (figure 4), le clivage commence sur
les sites € entre les acides aminés 48 et 49 ou entre les acides aminés 49 et 50. AB49
est le produit majoritaire du clivage ¢, tandis que AP48 est minoritaire. Ensuite, la y-
sécrétase aura la possibilité de couper AP49 et AR50 tous les 3 acides aminés de fagon
séquentielle sur des sites de clivage intermédiaires { jusqu’au site y générant ainsi des

peptides AP de taille variable.

Y €
—— —
Voie de I'Ap40 v \j |
DAE...MVGGVY O e % VMLKKKQ...
AlCD50-99
Voie de I'Ap42 | |

7 \ 4 'MLKKK
lI)AE...MVGE\VL;A2 ,‘Q e WM 4IJ\ MLKKKQ...

AICD49-99

Figure 4 : Principales voies de production des peptides AP par clivage de la y sécrétase,
issue de (21)

Les formes majoritairement produites sont AB40 et AB42, elles représentent 75% de la
production des peptides amyloides. Mais AP40 est largement plus abondant qu’Ap42,
il est le reflet de la production globale des peptides Ap.

Outre les deux principales voies représentées sur la figure 4, il existe de nombreux
clivages alternatifs avec des zones de clivages tous les 4 ou 5 acides aminés. Ces voies
mineures relient les deux voies principales. Aussi, I’AB38 est majoritairement produit
a partir d’AB43 ou d’AB42. 11 est important de souligner que 1’AB40 ne peut pas Etre
produit a partir de I’ AB42.

Par ailleurs, on sait que le peptide AB42 est plus enclin a I’agrégation car c’est un
peptide trés hydrophobe, il est le composant majoritaire des plaques amyloides avec

AB40 (17,21,22).
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Les enzymes de la voie amyloidogene ont été décrites : BACE1 (B-site APP cleaving enzyme
1) est la principale B-sécrétase et le complexe y-sécrétase est composé de quatre protéines :

préséniline 1 ou 2 (site actif du complexe enzymatique), nicastrine, PEN-2 et APH-1 (7).

Les mutations touchant les présénilines 1 (PSENT1) ou 2 (PSEN2), et I’APP sont responsables
de formes familiales de MA a début précoce et plusieurs d’entre elles sont associées a des

présentations atypiques. Pour I’APP, il existe également des duplications (23).

Les mutations PSENT1 sont les plus fréquentes avec 185 mutations pathogénes comptabilisées,
32 mutations (ou duplications) sont connues pour I’APP et 13 pour PSEN2 (24).

Des mutations de I’APP conduisent a une surproduction du peptide AP, a la production
prétférentielle d’AB42 ou a une augmentation de I’agrégabilité du peptide AP. Les duplications
du géne APP sont de taille variable, elles entrainent une surexpression quantitative du gene
provoquant une surproduction de la protéine APP et donc une surproduction de peptides AP
(25). Le gene de I’APP, étant situé sur le chromosome 21, les personnes atteintes du
syndrome de Down ont une copie supplémentaire du chromosome 21, par conséquent ils sont
susceptibles de produire la protéine APP en grande quantit¢é et donc plus a risque de
développer une MA, I’incidence globale de la MA au sein de cette population est 3 a 5 fois
plus élevée que chez la population générale (26).

Les mutations touchant les présénilines sont aussi a I’origine d’une surproduction de peptides

AP résultant d’une modification du site actif de la y-sécrétase (14).

En temps normal, la clairance des peptides AP est médiée par une dégradation enzymatique, il
y a également une diffusion dans le LCS, enfin ils sont aussi éliminés du cerveau par un
systeme d’efflux a travers la barriere hémato-encéphalique (dans lequel 1’apolipoprotéine E,
se comporterait comme une protéine chaperon du peptide AB)(7). Dans la MA, il y a une
accumulation de peptides AP de taille variable, dans I’espace extracellulaire. L’AB42 étant
peu soluble, elle va former des oligomeres solubles instables avec d’autres peptides AB42, ou
des hétéro-oligomeres avec d’autres formes comme 1I’APB40 ou 1I’AP38. Ces oligomeres
instables vont continuer de s’agréger pour former des dépots fibrillaires insolubles, alors
résistants au clivage protéolytique (27). L’exces de peptides amyloides serait a 1’origine d’une

perte synaptique (14).
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1.2.2 Les dégénérescences neurofibrillaires et la protéine Tau

La protéine Tau est une protéine phosphorylée normalement présente dans le cerveau. Elle est
principalement exprimée au niveau du systeme nerveux central et elle est localisée dans les
corps cellulaires et les prolongements neuronaux. Il existe 6 isoformes de taille variable (de
352 a 441 acides aminés) produites par épissage alternatif des exons 2,3 et 10 d’un transcrit
primaire du géne MAPT (microtubule associated protein tau), situé sur le chromosome 17 en
position 17g21 (figure 5). Une seule forme est présente a la naissance et ne comporte pas

d’insertions codées par les exons 2, 3 ou 10. Les autres isoformes apparaissent au cours du

développement.
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Figure S : Les 6 isoformes de la protéine Tau, issue de (14)

Le domaine N-terminal de Tau également appelé domaine de projection est riche en proline et
constitue un domaine d’interaction avec les tyrosines kinases. A son extrémité C-terminale,
Tau présente un motif protéique répété 3 ou 4 fois (Tau 3R ou Tau 4R), c’est via ce domaine
de liaison que Tau favorise I’assemblage et la stabilité des microtubules et permet ainsi le

transport de molécules et de vésicules le long des axones.

La phosphorylation de Tau régule sa liaison aux microtubules et 85 sites putatifs de

phosphorylation sont présents sur la protéine, parmi lesquels on trouve des sites de
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phosphorylation physiologiques et d’autres pathologiques, de plus, tous ne sont pas impliqués
dans la liaison aux microtubules, par exemple les sites Thr181, Thr 231 et les Ser 202, 235,
262, 396 ont une influence sur la liaison aux microtubules. Une Tau phosphorylée va
déstabiliser les microtubules et entrainer leur dépolymérisation, a l’inverse une Tau
déphosphorylée favorise leur polymérisation. Dans la MA, on observe une augmentation de la
quantité de protéines Tau phosphorylées sur des sites de phosphorylation physiologiques, on
parle de Tau hyperphosphorylée, mais également sur des sites de phosphorylation
pathologiques qui en conditions physiologiques ne le sont jamais, on parle de Tau
anormalement phosphorylée. Ces protéines Tau hyperphosphorylées et anormalement
phosphorylées s’agrégent sous forme de paires hélicoidales (figure 6), entrainant la

dépolymérisation des microtubules, la perturbation du transport des vésicules dans les axones

et une désorganisation du cytosquelette (14,16,17).

Dépolymérisation des » @ . Agrégation des protéines tau
microtubules (). ®) hyperphosphorylées
YA O (PHF et DNF)

A~ Hyperphosphorylation __
9’ des protéines tau

Protéine tau

i Microtubule

Figure 6 : Conséquence de la phosphorylation anormale de la protéine Tau, issue de (14)

On différencie plusieurs types d’agrégats Tau selon leur localisation dans le neurone (16)

(figure 7) :

- Dans les corps cellulaires neuronaux, ils correspondent aux DNF, on peut également
retrouver des DNF extracellulaires, persistant aprés la mort des neurones, on parle de

« DNF fantomes ».
- Dans les dendrites, on parle de fibres tortueuses.

- Dans les axones dégénérés, ils constituent la couronne neuritique des plaques séniles.
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Figure 7 : Lésions de DNF par immunohistochimie anti-Tau

La propagation des DNF et fibres tortueuses a fait I’objet d’une classification détaillée selon
plusieurs stades par Braak et Braak en 1991 (28). Le cortex transentorhinal est la premiére
structure touchée, situé¢ dans une région interne du lobe temporal (stade I), les lésions
progressent ensuite dans le cortex entorhinal (stade II), puis dans I’hippocampe (stade III et
IV) (associées aux troubles de la mémoire), le néocortex associatif (stade V) (symptomes
aphaso-apraxo-agnosiques) et enfin le néocortex primaire (stade VI) (troubles visuels) (28).
La répartition et le nombre des DNF sont corrélés a la perte neuronale, aux symptomes

cliniques et a la sévérité du déficit cognitif (15).

Les DNF ne sont pas spécifiques de la MA, on les retrouve dans d’autres pathologies telles
que les tauopathies (paralysie supranucléaire progressive, dégénérescence corticobasale,
certaines dégénérescences fronto-temporales), la maladie de Creutzfeldt-Jakob et autres. Par
ailleurs, on retrouve les DNF de fagon universelle chez les sujets agés sains, néanmoins la
densité et la localisation neuroanatomique des DNF sont des parametres importants. Un
nombre modeste de DNF dans le lobe temporal médian serait présent de fagon universelle
chez les sujets de plus de 70 ans, dont la cognition est intacte. De méme, les DNF limitées aux
sites sous corticaux est souvent subclinique. En revanche, les 1ésions séveres et généralisées
dans le cortex n’ont été retrouvées que chez des patients MA, les DNF néocorticales étendues
sont presque toujours associées a des troubles cognitifs graves, c’est la caractéristique

anatomopathologique la mieux corrélée a 1’état cognitif ante-mortem (15).
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L’ensemble des critéres pour I’évaluation neuropathologique de la maladie d’Alzheimer est
basé sur I’évaluation des phases amyloides selon Thal et a/, du stade des DNF selon Braak et
Braak, et du score de plaques neuritiques du CERAD (Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer’s Disease) (19).

1.2.3 Dynamique hypothétique d’installation des lésions

Il semblerait que les plaques amyloides et les DNF ne se développeraient pas selon le méme
schéma anatomique et temporel et beaucoup de controverses existent depuis des décennies a
ce sujet. Plusieurs hypothéses sont discutées quant a I’installation et la progression des 1ésions
et la communauté scientifique se divise entre les partisans de 1’hypothése de la cascade

amyloide et les partisans de 1’hypothése « tauiste ».

Contrairement a la pathologie neurofibrillaire Tau, il existe une forte association entre les
mutations familiales impactant la cascade amyloide (entrainant une surproduction d’Af), la
formation de plaques amyloides et le développement de la maladie. De cette observation
découle I’hypothése de la cascade amyloide. Les partisans de cette hypothése (figure 8)
pensent que les plaques amyloides provoqueraient une activation de la microglie et des
astrocytes suivie d’une réponse inflammatoire associée a un stress oxydatif qui entrainerait
une altération de 1’activité des kinases et des phosphatases, ce qui aurait pour conséquence
une hyperphosphorylation de la protéine Tau, a I’origine des lésions de DNF. Les plaques
amyloides précéderaient donc 1’apparition des DNF et se comporteraient comme un facteur

déclencheur de la propagation de ces dernicres.
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Figure 8 : Hypothése de la cascade amyloide, issue de (14)

L’hypothése de la cascade amyloide a ¢été la plus explorée et de nombreux essais

thérapeutiques se sont basés sur celle-ci.

Néanmoins plusieurs arguments nuancent cette supposition. Tout d’abord la majeure partie
des connaissances sur la physiopathologie amyloide provient de souris transgéniques et on ne
sait pas si les formes sporadiques et familiales partagent le méme « déclencheur pathogene ».
Les modeles transgéniques APP et PS1 surexpriment I’APP, elles ne sont pas représentatives
des formes sporadiques et ne présentent pas de DNF et de mort neuronale franche, méme si
I’on sait que les souris expriment un profil d’isoforme Tau différent de ’Homme. Par ailleurs,
de nombreuses stratégies thérapeutiques ont été étudiées sur la base de la cascade amyloide et
se sont soldées par des échecs (29). L’une des raisons évoquées est que ces essais ont été

effectués chez des patients dont le processus neurodégénératif était déja trop avancé et de ce
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fait irréparable. Des études sur des sujets cognitivement normaux et a risque d’hériter d’une
mutation entrainant la MA (déja identifiée dans leur famille) sont en cours, c’est le cas de la
cohorte DIAN (Dominantly Inherited Alzheimer Network), les résultats de ces études seront

déterminants pour statuer sur le sort final de I’hypothese de la cascade amyloide.

Les «tauistes » soutiennent a I’inverse que la formation des DNF serait le mécanisme
initiateur et prépondérant de la physiopathologie de la maladie et que les plaques amyloides
seraient un produit secondaire de la formation des DNF. Cette seconde hypothése est basée
sur I’étude de Braak et Braak en 1997 qui rapporte la présence de DNF en I’absence de
plaques amyloides chez un nombre de cas significatif. Méme si dans cette étude, il est
compliqué de conclure a I’absence totale de plaques amyloides chez ces patients, car il aurait
fallu étudier un nombre d’échantillons suffisants pour survoler toutes les aires potentiellement

touchées par la MA.

Plus récemment d’autres hypothéses ont émergé, certains ont émis une hypothese fondée sur
une pathogénie partagée entre AP et Tau supposant que les DNF dont I’apparition
correspondrait a un phénomene physiologique précoce et lent perturberait la clairance du
peptide AB. Au-dela d’une certaine concentration d’Ap, la toxicité des oligomeéres solubles
d’AB altérerait le métabolisme des protéines Tau, accélérant 1’apparition des DNF et
provoquant 1’entrée dans un cercle vicieux caractérisant la maladie et ou la diminution de la
résorption d’AB entrainerait également une augmentation des oligomeéres insolubles a

I’origine des plaques neuritiques (16).

D’autres envisagent un mécanisme de propagation de type prion, les protéines de
conformation anormales riches en feuillets B seraient capables de transmettre leur toxicité de
proche en proche en altérant la conformation des protéines normales. La formation des DNF,
une fois « déclenchée » par la cascade amyloide pourrait se propager indépendamment d’Af

(30).

L’ensemble des études menées jusqu’a présent indique qu’il reste encore de nombreuses
incompréhensions quant a la dynamique d’installation des 1ésions et de nombreuses questions
restent en suspens. Il est probable que les deux mécanismes physiopathologiques ne puissent
étre dissociés. L’étude neuropathologique ne permet pas de visualiser la dynamique

d’installation et la progression des lésions. La compréhension du lien entre la pathologie

36



amyloide et Tau reste un domaine de recherche actif et les progres de neuroimagerie devraient

contribuer au moins en partie a résoudre ces questions.

1.3 Clinique

La MA est une maladie neurodégénérative tardivement symptomatique et d’évolution
progressive, néanmoins dans les cas de formes familiales, le début de la maladie est
généralement précoce avec une ¢€volution rapide. La progression de la maladie suit

généralement plusieurs étapes, ou stades.

Avant d’atteindre le stade de TCM, la maladie connait une longue période d’évolution. En
effet, le processus physiopathologique débute des années avant que le diagnostic de MA

puisse étre posé.

La premicre phase est la phase préclinique, asymptomatique (31-33), les biomarqueurs de la

MA ainsi que I’imagerie ont permis de confirmer I’existence de cette phase.

Ensuite, on observe une phase prodromale avec des troubles cognitifs légers, aussi appelée
Mild Cognitive Impairment (MCI), elle fait I’objet d’une plainte cognitive et I’apparition de
déficits concernant un ou plusieurs des domaines cognitifs suivant : la mémoire, le langage,
les fonctions exécutives, ’attention, le secteur visuo-spatial. Il y a une préservation relative
des activités de la vie quotidienne et de I’indépendance malgré une géne fonctionnelle Iégere
pour les taches complexes par rapport aux aptitudes passées (34). En général, la MA débute
par des troubles mnésiques touchant la mémoire épisodique mais il existe des formes de début
atypiques avec des difficultés au niveau du langage, des troubles visuospatiaux ou de la
fonction exécutive (35). Environ 35% des patients MCI développeront une MA au stade de

TCM dans les 3 ans, le taux de conversion annuel est de 5 a 10% (36).

La derniere phase de la maladie est caractérisée par la présence de TCM. On la distingue de la
phase MCI quand sont observées des perturbations significatives dans les activités de la vie

quotidienne du malade (12).

La haute autorité de sant¢ (HAS) recommande d’utiliser les critéres diagnostiques de la MA
selon le DSM-IV-TR (Annexe 1) ou le NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological
and communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association)(Annexe 2). Il est a noter que ces critéres de diagnostic clinique ne s’utilisent

qu’au stade de TCM. Le diagnostic clinique fait 1’objet d’un entretien avec le patient, autant
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que possible accompagné d’un proche. L’anamnése du malade permet de constater un déclin
cognitif qui sera quantifi¢ par une évaluation cognitive globale, de manicre standardisée, a
I’aide de tests neuropsychologiques comme le Mini Mental State Examination (MMSE),
associ¢ a d’autres €preuves évaluant la praxie, la mémoire, les fonctions exécutives et le
langage. (Tests neuropsychologiques effectués au CHU de Rouen en annexe 3). Une
¢valuation psycho-comportementale est réalisée ainsi qu’une évaluation fonctionnelle afin de
mesurer le retentissement du déclin cognitif dans les activités de la vie quotidienne. L’examen
clinique doit apprécier 1’état général et cardio vasculaire, le degré de vigilance et d’éventuels
déficits sensoriels et moteurs pouvant perturber la réalisation des tests neuropsychologiques.
Il est recommandé de réviser un certain nombre d’hypothéses diagnostiques pouvant étre a
I’origine du trouble cognitif et notamment les étiologies curables telles que :

- Une prise de médicaments, de toxique ou d’alcool.

- Une maladie infectieuse, comme la syphilis, la maladie de Lyme ou encore le VIH.

- Un trouble métabolique ou carentiel, a savoir, une hyponatrémie, une hypercalcémie,

une hypothyroidie, une hyperglycémie chronique ou encore des carences en vitamines
Bl etB12 (3).

La sensibilité des critéres cliniques selon le NINCDS-ADRDA de 1984 (annexe 2) est de 81
% et la spécificité de 70 % (37). Les avancées biologiques ont permis la révision de ces
critéres par 1’International Working Group (IWG) en 2007 puis en 2014 (annexe 4 et 5) et par
le NIA-AA en 2011 (annexe 6). Les biomarqueurs du LCS et de neuro-imagerie ont été
ajoutés a ces nouveaux critéres diagnostiques permettant d’apporter la preuve d’un processus

physiopathologique et ainsi d’augmenter les performances du diagnostic de la maladie.

1.4 Imagerie

Les marqueurs de la maladie recherchés en neuro-imagerie sont le reflet topographique et
anatomo-fonctionnel des processus physiopathologiques de la MA. Ces derniéres années, ce

domaine a connu de nombreux progres techniques.

La réalisation d’une IRM fait généralement partie de 1’exploration initiale d’un patient
présentant des troubles cognitifs, comme le recommande I’HAS et la Fédération des centres
mémoire de Ressources et de recherche (FCMRR) (38). Le but étant de ne pas méconnaitre
I’existence d’autres pathologies cérébrales telles qu'un processus expansif intracranien, une
hydrocéphalie a pression normale ou une séquelle d’accident vasculaire (3). Dans la MA, une

atrophie cérébrale est observée. Elle est présente dés le stade prodromal, mais cette
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caractéristique morphologique n’est pas spécifique de la maladie, elle est également retrouvée
dans les maladies cérébro-vasculaires, 1’épilepsie, la sclérose hippocampique, les
encéphalopathies traumatiques chroniques, la paralysie supra nucléaire et dans d’autres
pathologies (39). L’IRM permet de quantifier cette atrophie, qui est prédominante au sein du
lobe temporal interne et particulierement au niveau de 1’hippocampe. L’atrophie peut avec
I’évolution de la maladie s’étendre au néocortex temporal, au lobe pariétal et au gyrus
cingulaire (10). A défaut de pouvoir réaliser une IRM, une tomodensitométrie cérébrale peut

étre réalisée.

La réalisation d’un ¢électroencéphalogramme n’est recommandée qu’en fonction du contexte

clinique: si crises comitiales, si suspicion d’encéphalite, de maladie de Creutzfeldt-Jakob.

L’utilisation d’autres techniques de neuro imagerie tels que la tomographie par émission de
positons (TEP ou PET-Scan) ou la tomographie d’émission monophotonique (SPECT/TEMP)
n’est recommandée que lors de présentations cliniques atypiques, devant une évolution

atypique ou chez les patients jeunes.

La TEMP peut étre utilisée pour imager la perfusion cérébrale. Dans la MA, des

hypoperfusions intéressent le cortex temporopariétal.

La TEP permet de réaliser une imageriec métabolique en observant et en quantifiant la
répartition d’un radiotraceur émetteur de positons dans un organe vivant (10). Dés le stade
prodromal, il est possible de mettre en évidence un hypométabolisme des carrefours temporo-

pariétaux, en utilisant le 18-fluorodésoxyglucose (18-FDG) comme radiotraceur (38).

Plus récemment, des traceurs spécifiques ont permis de visualiser la présence de plaques
amyloides (PET amyloide) et les 1ésions de DNF (PET Tau). Ils pourraient considérablement
révolutionner le diagnostic de la MA mais reste peu accessibles. En 2002, le 11C-PIB
(composé B de Pittsburgh) est le premier radiotraceur utilisé ayant une affinité pour les
plaques amyloides mais en raison de sa courte demi-vie courte (20 minutes), son utilisation
est limitée aux centres ou un cyclotron est disponible. Le développement d’analogues
marqués au 18F de demi-vie plus longue a permis de dépasser cet inconvénient. Trois sont
approuvés par la Food and Drug Administration (FDA), le 18F-florbétapir, le 18F-
flutémétamol et le 18F-florbétabeéne (40). Le 18F-florbétapir est le plus largement utilisé,
I’intensité de son marquage est corrélé aux 1ésions histopathologiques retrouvées a 1’autopsie,

la sensibilité et la spécificité de cette technique pour la détection de la présence de plaques
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amyloides en moyenne ou grande quantité sont respectivement de 92 et 96% (41). Cet examen
permet d’augmenter la confiance diagnostique du clinicien lorsque ces résultats sont a sa
disposition. La TEP amyloide est un outil prometteur mais une harmonisation des pratiques
est nécessaire, afin de pouvoir effectuer des comparaisons pertinentes d’un centre a 1’autre.
De facon a utiliser la TEP amyloide comme outil diagnostique approprié, un groupe de travail
sur le sujet, the Amyloid Imaging Taskforce (AIT) a émis trois principales indications : les
patients classés MCI de facon persistante, les patients présentant des signes cliniques
atypiques et susceptibles d’étre atteints de MA et les patients jeunes présentant des TCM
progressifs inexpliqués (40). Bien que I’imagerie TEP soit maintenant capable de détecter de
facon fiable les dépdts amyloides, il est reconnu que la charge amyloide n’est pas fortement
corré¢lée au degré de sévérité du déclin cognitif, en revanche elle indique un risque plus élevé
de déclin cognitif dans la population vieillissante (42). De plus, 1’identification de plaques
amyloides, seule, ne permet pas de poser un diagnostic de MA, puisque les plaques peuvent

¢galement €tre observées chez des personnes agées cognitivement normales (43).

Des radiotraceurs spécifiques de Tau ont également été¢ mis au point (38) et il a été constaté
que la présence d’enchevétrements neurofibrillaires identifiés par autopsie est plus fortement
corrélée avec le déclin cognitif. La seconde génération de radiotraceurs Tau présenterait une

liaison hautement spécifique et des essais sont en cours (40).

Il est a noter que ces examens sont onéreux et peu disponibles, en France, les radiotraceurs

amyloides et Tau ne sont utilisés qu’en recherche.

1.5 Les principaux marqueurs biologiques du LCS

1.5.1 Place des biomarqueurs du LCS dans le diagnostic de la MA

Le biomarqueur idéal doit refléter au mieux le processus physiopathologique in vivo de la
maladie et avoir été validé par des études neuropathologiques, il doit avoir une sensibilité et
une spécificité > 80 %, €tre fiable, reproductible, non invasif, simple a réaliser et peu coliteux.
11 doit étre présent a tous les stades de la maladie y compris ceux présymptomatiques et aider

a ’inclusion des patients dans des essais cliniques (44,45).

Le LCS est le reflet des changements biochimiques physiopathologiques qui ont lieu au
niveau cérébral et ¢’est pour cela que les biomarqueurs ont un role majeur dans le diagnostic

de la MA, en particulier chez les patients jeunes et les présentations cliniques atypiques. Ils se
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modifient plusieurs années avant que les premiers signes cliniques apparaissent, une
diminution d’AB42 est observable 25 ans avant les premiers symptomes et une augmentation
de Tau est détectable 15 ans auparavant (46). Les biomarqueurs du LCS, AB42, Tau et P-Tau,
utilisés en soins courants dans les centres spécialisés depuis les années 2000 sont corrélés
avec I’étendue des lésions neuropathologiques et ils permettent de refléter a la fois le
processus amyloide et les DNF. Les critéres cliniques de diagnostic de la MA sont insuffisants
car les TCM sont des maladies complexes, dont les profils se chevauchent, par exemple, des
¢tudes neuropathologiques ont pu montrer que 40 a 80 % des cas de TCM cérébro-vasculaires
¢taient finalement associés a une MA (47). Le diagnostic clinique serait exact seulement dans
63 a 90 % des cas (48). Dans une série de 100 patients dont la MA a été confirmée par
autopsie, le diagnostic lors de la premiére visite était correct dans 68% des cas, incorrect dans
16 % des cas et douteux pour les 16% restant (49). On peut logiquement s’attendre a une
exactitude beaucoup plus faible lors des premieres phases de la maladie et il est donc difficile
de diagnostiquer précocement la MA en se fondant uniquement sur des criteres cliniques. De
leur coté, les biomarqueurs peuvent détecter ces changements neuropathologiques dés les

stades précliniques et avant que les dépots amyloides puissent étre visibles par PET scan (50).

Ainsi, les critéres diagnostiques révisés de 'IWG 2 de 2014 (annexe 5) et du NIA AA de
2011 (annexe 6) incluent les biomarqueurs et améliorent considérablement la précision du
diagnostic de la MA et des autres TCM. Etre précis précocement dans le diagnostic de cette
maladie est important pour améliorer ’efficacité thérapeutique. En effet, les médicaments en
cours de développement pour le traitement de la MA auraient probablement une efficacité

avant que les dommages neuropathologiques ne soient généralisés.

Plus récemment, en 2018, le NIA AA propose une nouvelle classification uniquement basée
sur les biomarqueurs et destinée a la recherche: la classification ATN classe les biomarqueurs
du LCS et de neuroimagerie selon les trois catégories : A, T et N. « A » pour les marqueurs de
la pathologie amyloide : TEP amyloide et [AB42] dans le LCS ou le ratio AB42/40, « T »
pour les marqueurs de DNF : TEP Tau et [P-Tau] dans le LCS et « N » pour les marqueurs de
neurodégénérescence : 18-Fluorodeoxyglucose-PET, IRM et [Tau] dans le LCS (39,51).

L’HAS (2011), réserve le dosage des biomarqueurs aux situations cliniques atypiques ou

d’évolution inhabituelle, en cas de doute diagnostique et en particulier chez les sujets jeunes.
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En 2017, un groupe de travail Européen a émis des recommandations quant a 1’'usage des
biomarqueurs. Chez les patients MCI, pour prédire le déclin et la conversion vers le stade de
TCM (52) et chez les patients au stade de TCM, ils recommandent |’utilisation des
biomarqueurs du LCS afin d’identifier ou d’exclure la MA lors de présentations cliniques

atypiques ou en cas de doute important (53).

Une étude multicentrique frangaise menée sur 604 patients, a étudi¢ la reclassification
diagnostique apres prise de connaissance des résultats des biomarqueurs du LCS, il s’avere
que pour les cas ou le diagnostic clinique initial et les marqueurs du LCS étaient discordants,
la reclassification diagnostique est en faveur des biomarqueurs dans 76,9 % des cas, ce qui
montre bien que les marqueurs biologiques du LCS sont d’une grande aide pour les cliniciens
dans cette maladie ou le diagnostic clinique est complexe (54). Toutefois, les performances
diagnostiques des biomarqueurs ne sont pas de 100 %. Ils sont parfois non informatifs et de
plus, ils sont souvent insuffisants pour la détermination d’un diagnostic différentiel précis. Le
suivi clinique ou la réalisation d’examens paracliniques supplémentaires est alors capital et

permettra d’affirmer ou d’infirmer une hypothése diagnostique.

1.5.2 Profil biologique du LCS compatible avec une MA

Les patients atteints de la MA présentent des variations des biomarqueurs (Ap42, Tau et P-
Tau) du LCS caractéristiques, la combinaison d’une diminution en AP42 et d’une
augmentation en Tau et P-Tau est définie comme ¢étant la signature biologique d’une MA
(figure 9). Toutefois, ces biomarqueurs peuvent étre affectés individuellement par des
pathologies non liées a la MA. Par exemple, une augmentation isolée et temporaire de Tau est
observée avec des niveaux normaux de P-Tau en cas de lésions cérébrales traumatiques
récentes, d’AVC ou au décours d’une crise convulsive, ou Tau est corrélée a la gravité¢ des
dommages neuronaux (55,56). Une forte augmentation de Tau est aussi observée dans la
maladie de Creutzfeldt-Jakob. On sait également que Tau augmente avec 1’age (57,58). Une
diminution isolée en AP42 est typiquement constatée dans les angiopathies amyloides
cérébrales mais également dans les méningites bactériennes, 1’encéphalite liée au VIH (59)

ou ’atrophie multisystématisée (60).
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Figure 9 : Les biomarqueurs du LCS, reflet du processus sous-jacent de la MA, tirée
d’un document Fujirebio Europe

La diminution d’AB42 dans le LCS s’explique par une séquestration du peptide dans les
plaques amyloides et un défaut d’élimination dans le LCS, elle est fortement concordante
avec les dépdts amyloides cérébraux décrits en neuropathologie (61) et avec I’'imagerie PET
amyloide que ce soit au stade de TCM ou au stade prodromal (62,63). Une augmentation de
Tau et de P-Tau dans le LCS signe la dysfonction neuronale et le processus neurodégénératif
de la MA et s’explique par le fait que Tau est relarguée dans I’espace extracellulaire au cours
de la mort neuronale. La P-Tau est beaucoup plus spécifique de la MA que Tau (qui refléte un
processus neurodégénératif de fagon non spécifique), elle ne s’éléve pas dans la plupart des
tauopathies non MA telles que la dégénérescence cortico-basale, la paralysie supranucléaire
progressive, certaines DFT. L’augmentation de P-Tau qui est un important composant des
enchevétrements neurofibrillaires dans le LCS est corrélée a la présence de DNF a I’autopsie
(64) et également avec la TEP Tau (65,66). La sensibilité et la spécificité¢ individuelles des
trois biomarqueurs pour la MA et la MCI vis-a-vis de patients sains oscillent entre 80 et 92 %
(47). L’association de plusieurs biomarqueurs permet d’améliorer les performances
diagnostiques (67). Le profil de 3 biomarqueurs anormaux n'est pas non plus spécifique a
100% de la MA et il est possible de le retrouver dans les MCL, les angiopathies amyloides ou

les TCM cérébro-vasculaires sous corticaux par exemple.

Le dosage du peptide AB40, qui fait également partie intégrante des plaques amyloides permet
d’améliorer les performances diagnostiques en cas de profils biologiques discordants (Tau et
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P-Tau augmentées et AB42 normale, ou APB42 diminuée et Tau et P-Tau normales). Il informe
sur le niveau de synthése globale de peptides amyloides qui différe d’un sujet a I’autre.
L’usage du rapport AB42/AB40 permet une meilleure interprétation d’AP42, il peut confirmer
une diminution réelle d’AB42 dans le LCS, suggérant la présence de plaques amyloides
cérébrales, quand le ratio est diminu¢ ou au contraire, si le ratio est normal alors qu’Ap42 est
diminuée cela suggere une simple variabilité physiologique de production totale en peptides
amyloides. Le ratio AP42/AP40 corrigerait 2/3 des profils discordants A-/T+ (68) et il
montrerait une meilleure concordance avec le PET amyloide qu’AB42 seul (63). Toutefois,
d’autres études sont moins nettement tranchées concernant 1’usage du ratio APB42/AB40

(69,70).

L’évolution temporelle des biomarqueurs a ¢été¢ étudiée chez des familles porteuses de
mutations APP, PSEN1 ou PSEN2, les premiers résultats de la cohorte DIAN (Dominantly
Inherited Alzheimer Network) suggérent que le marqueur amyloide est le premier a devenir
pathologique, la concentration en AP42 est diminuée dans le LCS, ce qui confirme les
résultats  précédents  (46). Secondairement, apparaissent les marqueurs de
neurodégénérescence, la concentration en Tau dans le LCS augmente puis I’atrophie cérébrale
et I’hypométabolisme cérébral sont visibles a 1’imagerie. Le déficit cognitif est le dernier
évenement dans la progression de la maladie, il est variable d’un individu a I’autre, en effet, la
courbe de I’atteinte cognitive est décalée vers la gauche pour les sujets ayant une faible
réserve cognitive, en revanche, la courbe est décalée vers la droite pour les sujets ayant une
réserve cognitive ¢élevée (figure 10A).

Ce modele est en accord avec I’hypothése de la cascade amyloide.

Pour les formes sporadiques de la maladie a début tardif, d’autres modéles sont possibles
(figures 10B et 10C). En effet, I’existence d’un processus neurodégénératif physiologique et
universel li¢ au vieillissement se traduit par la formation de DNF dans la région temporale
interne ( > 50% des personnes de plus de 50 ans ont quelques DNF dans le cortex temporal
interne), ce processus neurodégénératif physiologique peut étre associé a des tauopathies non
MA. L’apparition des plaques amyloides et leur progression, indépendante du phénomene
précédent, provoquerait la propagation pathologique des DNF hors des régions temporales
internes, ce qui serait 1’¢lément déclencheur de la maladie. Ainsi, selon les patients la
diminution d’AB42 dans le LCS peut précéder (figure 10B) ou non (figure 10C) les anomalies
des marqueurs de neurodégénérescence, ce modele soutient I’hypothése fondée sur une

pathogénie partagée entre AP et Tau.
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Figure 10 : Modé¢le d'évolution temporelle hypothétique de la MA intégrant les
biomarqueurs d’aprés (71). A : MA familiale, B et C : MA sporadique

L’axe horizontal représente le temps, [’axe vertical représente la séverité de [’anomalie du
marqueur, le seuil de détection des marqueurs est indiqué par la ligne horizontale noire.

Les pointillés indiquent que la trajectoire des courbes est inconnue lors de la phase terminale
des TCM. Le terme de neurodégenérescence regroupe Tau LCS, IRM et FDG TEP.
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1.5.3 Aspects pré-analytiques des dosages des biomarqueurs dans le LCS

Selon la norme ISO 15189, la phase pré-analytique comporte plusieurs étapes : la prescription
d’une analyse et le recueil d’informations cliniques pertinentes, le prélevement de
I’échantillon, son transport et sa réception au laboratoire puis son pré-traitement ainsi que sa
conservation. Chaque point est décisif et cette phase pré-analytique peut étre a 1’origine d’une
variabilité considérable dans le rendu du résultat. En effet, les facteurs pré-analytiques

seraient a 1’origine d’au moins 40 a 60% de la variabilité totale des dosages (72).

Le LCS est le reflet des mécanismes physiopathologiques cérébraux et reste actuellement le
meilleur prélévement pour le dosage des biomarqueurs de la MA. Le prélevement doit étre
effectué¢ au niveau des vertébres L.3/L4 ou L4/L5 (72,73). 1l sera fait de préférence le matin
sans qu’il y ait de réelles recommandations a ce sujet. En effet, une premicre étude en 2007
incluant 15 patients sains de 23 a 78 ans, rapporte des fluctuations d’Ap42 diurnes en étudiant
les concentrations d’Ap chaque heure, par recueil du LCS via un cathéter lombaire a demeure
sur 36 heures (74). Une étude plus récente regroupant les données de plusieurs sites (n=178)
aurait mis en évidence une augmentation progressive d’AP42 dans les 12 premicres heures,
néanmoins sans retour au niveau de base apres 24 heures (75). D’autres études ne confirment
pas ces observations (72,76,77). La plupart des études s’intéressant aux fluctuations des
biomarqueurs au cours de la journée ont été effectuées sur de petits échantillons (n < 20),
plusieurs facteurs ont pu influencer les résultats, tels que la méthode de prélévement
(interactions possibles du LCS avec les parois du cathéter et la présence de biofilm bactérien),
la fréquence du recueil ainsi que la quantité de LCS prélevée. Au final, I’existence d’une
variabilit¢ de concentration d’AP au cours de la journée reste incertaine. De rares
investigations portant sur les fluctuations de Tau et P-Tau au cours de la journée sont
disponibles et aucune n’a révélé de changement significatif (76,78). Enfin, il n’y a aucune
preuve concernant I’influence du statut alimentaire sur les concentrations en biomarqueurs du
LCS. II n’y aurait a priori pas d’évidence d’un gradient rostro-caudal significatif sur les

concentrations des biomarqueurs, bien que certaines études le contestent (72,79).

La nature du tube pour le recueil du LCS est un point critique majeur. En effet, le type de
plastique utilisé dans la composition des tubes servant au recueil et au stockage du LCS
entraine une variabilit¢ importante des concentrations en biomarqueurs a doser, plus
particulierement, il a ét¢ démontré que les peptides amyloides sont sujets a une adsorption
majeure sur les parois du tube selon le matériau utilisé. Les tubes en polypropyléne sont
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recommandés car ils limitent ce phénomene (79-81) alors que les tubes en verre ou en
polystyréne doivent étre bannis. Cependant, une étude a montré que le type de polypropyléne
utilisé (homo ou copolymeére) modifiait également de maniere significative la concentration
d’AB42, une variation allant jusqu’a 48% a été observée parmi 11 tubes tous répertoriés par
leur fabriquant comme étant du polypropyléne (82). Selon ’é¢tude de Lehmann et al, le tube
obtenant les meilleurs résultats serait le tube Starstedt 62.610.201 fait d’un copolymeére

constitué de polypropyléne et polyéthyléne (80).

En ce qui concerne la stabilité des biomarqueurs a température ambiante avant centrifugation,
la plupart des études montrent que durant les premicres 24 heures, les concentrations d’Ap42,
Tau et P-Tau sont stables (83—85), passé ce délai, les résultats divergent, certains rapportent
une stabilit¢ des quatre biomarqueurs a température ambiante durant quatre jours (86),
d’autres observent une augmentation de la concentration en AB42 ( >15%) (84) ou une
diminution (d’environ 20%) (87). La centrifugation rapide reste toutefois importante lorsque

les échantillons sont hématiques.

L’aspect du LCS est un point important a considérer, la présence de sang ou de concentration
¢levée en protéines dans le LCS vont perturber la stabilité des biomarqueurs. Par exemple,
I’albumine en excés va pouvoir se lier aux biomarqueurs tandis que des protéases présentes
dans le sang vont les dégrader. La PL est un geste délicat qui peut étre variablement
traumatique selon I’expérience des préleveurs, une contamination sanguine peut étre observée
dans 14 a 20% des cas selon la littérature. C’est pour cela, que la centrifugation du
prélévement est une étape indispensable permettant d’éliminer les cellules sanguines
interférentes. Del Campo et al recommandent d’ailleurs d’effectuer la centrifugation des
¢chantillons hémorragiques dans les 2 heures suivant le prélévement afin d’éviter une lyse
cellulaire (88). Jusqu’a 5000 érythrocytes/pL, les échantillons centrifugés dans un délai de 2

heures pourraient étre analysés sans interférence manifeste (81,83).

Par ailleurs, la température de centrifugation n’aurait pas de réel impact sur les concentrations

en biomarqueurs (81) et la vitesse de centrifugation non plus (79,81).

Apres centrifugation, le LCS est ensuite aliquoté dans des microtubes en polypropyléne et il
est recommandé¢ de les remplir a 50 ou 75% de leur volume total. Plusieurs études soutiennent
I’intérét de la limitation du rapport surface/volume, afin de réduire au maximum 1’adsorption,

cependant les résultats varient d’une étude a 1’autre et souvent la différence observée entre les
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différents remplissages est inférieure au coefficient de variation de la méthode (72,79,81). La
congélation des tubes s’effectue a moins 80 °C (73,89), a cette température, la stabilité¢ des
biomarqueurs est de plusieurs années (90) et il serait possible d’effectuer au maximum 3
cycles de congélation / décongélation avant qu’une baisse de concentration significative en
APB42, Tau et P-Tau ne soit observée (81). Méme si le nombre de cycles en question différent
d’une étude a I’autre, toutes ont convenu que l’augmentation du nombre de cycle de

congélation/décongélation diminue les concentrations des biomarqueurs (79).

1.5.4 Méthodes de dosage
1.5.4.1 Techniques ELISA manuelles INNOTEST®

Depuis plus de 20 ans, les techniques manuelles INNOTEST® ont été¢ largement utilisées
pour le dosage des biomarqueurs Alzheimer dans le LCS. C’est une technique ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay) dite en « sandwich », commercialisée initialement
par le laboratoire INNOGENETICS qui a été racheté par FUIIREBIO en 2010. Une plaque
sensibilisée par des anticorps de capture spécifiques de la protéine a doser est utilisée, les
¢chantillons de LCS sont alors déposés et incubés simultanément avec un anticorps de
détection couplé a la biotine. Apres plusieurs lavages, un conjugué streptavidine-peroxydase
est ajouté, le complexe [protéine a doser - anticorps] pourra étre détecté apreés addition d’une
solution de substrat qui est transformée en un produit coloré. Enfin la réaction est stoppée par
I’ajout d’une solution d’acide sulfurique. La densité optique est alors mesurée a 450nm par un
spectrophotométre, 1’intensité de coloration obtenue est proportionnelle a la quantité¢ de
protéine a doser. Une gamme d’étalonnage en plusieurs points de concentration connue est
réalisée a chaque série et a partir de cette gamme il sera possible de déduire les concentrations
en protéines des échantillons des patients, des échantillons de contrdle interne sont également
dosés dans chaque série. Au laboratoire, chaque échantillon est dosé en double, le résultat
final étant la moyenne des deux passages. Cette technique peut étre semi-automatisée a 1’aide

de processeurs ELISA (91-94).

Les trousses INNOTEST® de dosage des peptides amyloides AB42 et AB40, de la protéine

Tau totale et de la P-Tau ont été utilisées pour notre travail.
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Dosage du peptide Ap42 et AB40 :

e [’AP42 est capturée par un anticorps monoclonal spécifique (21F12) présent sur la phase
solide qui reconnait 6 acides aminés au niveau de la fraction C-terminale du peptide (figure
11), tandis que I’anticorps monoclonal biotinylé (3D6) de détection se lie sur 6 acides aminés

de la partie N-terminale (95).

AMYLOID,,,,

1 42
NH2-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-COOH
3D6 21 F12

Figure 11 : Principe de la méthode INNOTEST® Ap42 et séquence du peptide AB42
(Bio=biotine, SV= streptavidine, HRP= peroxydase de la racine de raifort), issue de (91)

e Le principe est similaire pour le peptide AP40, I’anticorps de capture 2G3 est utilis¢ et

I’anticorps de détection est le méme que pour I’AB42 (3D6) (94).
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e [La P-Tau (figure 12) est capturée par un anticorps monoclonal spécifique (HT7) présent sur
la phase solide. L’anticorps monoclonal biotinylé (AT270) de détection reconnait
spécifiquement la Tau phosphorylée en position thréonine 181 (96). Aucune réactivité n’a été
obtenue en utilisant des peptides non phosphorylés ou phosphorylés sur d’autres sites. Le site
de phosphorylation sur la thréonine 181 est un site de phosphorylation physiologique. En
effet, chez des sujets sains, la quantité de Tau phosphorylée sur ce site est d’environ 20 a
30% (97). En revanche, lorsque Tau est présente sous la forme de paires hélicoidales a
I’origine des DNF, la quantit¢é de Tau phosphorylée sur ce site est d’environ 85% (96).
Différents épitopes ont été étudiés et aucune supériorité pour un épitope en particulier n’a été
démontré dans la littérature, par exemple dans I’étude de Hampel et al, les dosages des
P-Tau (Thr181), P-Tau (Thr231) et P-Tau (Ser199) ont ét¢ comparés et indiquent qu’il n’y a
pas de différence entre les 3 épitopes quant a la discrimination des patients MA vs non MA

(98).

‘//){7 \\“‘
%ﬁ
\\‘\,4,,/
HT7 Phospho-
peptide

ac-PRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGE
HT7 AT270

Figure 12 : Principe du dosage INNOTEST® P-Tauasip) et séquence partielle de la

protéine intégrant les épitopes des anticorps monoclonaux, issue de (92).
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e La Tau (figure 13) est capturée par un anticorps monoclonal spécifique (AT120) (99)
présent sur la phase solide et deux anticorps de détection sont utilisés (BT2 et HT7) (100).

Blo

—@

AT120 TAU

HT7

NH2-... 157 IATPRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKTPPSSGEPPKS
GDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPP 230 ...-COOH

BT2 AT120
Figure 13 : Principe du dosage INNOTEST® Tau totale et séquence partielle de la

protéine intégrant les épitopes des anticorps monoclonaux, issue de (93)

Les 3 anticorps monoclonaux utilisés dans le Kit INNOTEST® Tau ont un épitope dans la
région riche en prolines de Tau, toutes les isoformes de la protéine sont donc reconnues sans

influence des niveaux de phosphorylation (figure 14).

HT9
BT3
Domaine de liaison
N - terminal Domaine riche en proline aux microtubules C - terminal
0 150 256 380 441

@rzm) AT8 AT100 AT180
GAAPPiQKGQANATRIPAKTPPAPK PPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTRE KKVAWRTPPKSPSSAK
HT7 (at120)

AT14 f BT2 \

Thr181 Ser199 Thr231lSer235

Figure 14 : Vision globale des épitopes des anticorps de FUJIREBIO Europe dans la

région riche en prolines de Tau, issue de (92)
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Les caractéristiques des dosages pour chaque biomarqueur ont été récapitulées dans le tableau

suivant :

Tableau I : Caractéristiques analytiques des tests INNOTEST®

AB42 Tau P-Tau AB40
Limite de détection
(ng/L) 65 34 13 2.8
Limite de
quantification (ng/L) 225 57 20 3,4

Plage de Lincarit® | 5>5 1455 | 57-968 | 20-199 | 34-459

(ng/L)
. 1 nuit + 1 nuit + 1 nuit +
Temps d'analyse ~ 4 heures 3 heures 4 heures 3 heures
o, 5 (puis dil au
Volume utilisé (uL) 60 25 75 1/100%m)
Volume utilisé lors
du dosage en 120 50 150 10
duplicate (uL)
Anticorps de capture 21F12 ATI120 HT7 2G3
Anticorps de 3D6 | HT7etBT2 | AT270 3D6
détection

1.5.4.2 Technique automatisée LUMIPULSE® G600II

La technique automatisée LUMIPULSE® commercialisée par FUJIIREBIO est une technique
CLEIA (Chemi-Luminescent Enzyme Immuno-assay) en deux étapes. Cette technologie est
disponible depuis 2018 pour les quatre biomarqueurs. L’échantillon est mis en présence d’une
suspension de particules sur lesquelles sont fixés les anticorps monoclonaux de capture
spécifique de la protéine a doser, des complexes antigéne-anticorps sont alors formés. Apres
lavage, les anticorps monoclonaux de détection marqués a la phosphatase alcaline (ALP) sont
ajoutés et se lient aux complexes. Une solution de substrat est ensuite ajoutée et mélangée aux
particules. L’AMPPD* contenu dans la solution de substrat est déphosphorylé par catalyse par

I’ALP indirectement conjuguée aux particules. La luminescence générée par la réaction de

* 3-(2’-spiroadamantane)-4-methoxy-4-(3”-phosphoryloxy)phenyl-1, 2-dioxetane
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clivage de I’AMPPD déphosphorylé est mesurée a une longueur d’onde maximale de 477 nm

par un tube photomultiplicateur. Le signal luminescent refleéte la quantité de protéine a doser

présente dans I’échantillon (101,102) (figure 15).

)-E)-E
1< ) '
@< ) ¢ ¢

Distribution Lavage Distribution de Lavage Distribution de la
de I'échantillon I'Ac de détection solution de substrat
@< Particule magnétique de ferrite revétue de I'anticorps de capture

Antigéne a doser présent dans l'échantillon
M Anticorps (Ac) monoclonal de détection marqué a la phosphatase alcaline
m—  Champs magnétique

Mesure de la
chimiluminescence

Figure 15 : Principe de la technique CLEIA automatisée sur LUMIPULSE® pour le

dosage de P-Tau et Ap40 (adaptée de FUJIREBIO)

Les dosages d’AP42 et de Tau Totale comportent une spécificité supplémentaire : des la

premiére étape, en plus des anticorps de capture fixés a des particules, sont ajoutés des

anticorps de détection biotinylés spécifiques de la protéine a doser et la streptavidine marquée

a I’ ALP est ensuite ajoutée et se lie aux complexes formés (103,104) (figure 16).

SA-E
Fea @l @ )
@ )e @ o
I?istribu?ion de Lavage Distribution de la Lavage Distribution de la
I'échantillon et de streptavidine solution de substrat

I'Ac de detéction

marquée a I'ALP
biotinylé

B-SA-E Biotine - Streptavidine - Enzyme

Mesure de la

chemiluminescence

Figure 16 : Principe de la technique CLEIA automatisée sur LUMIPULSE® pour le

dosage de Tau et AB42 (adaptée de FUJIREBIO)
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Les caractéristiques des dosages pour chaque biomarqueur ont été récapitulées dans le tableau

suivant :

Tableau II : Caractéristiques analytiques des tests LUMIPULSE®

AB42 Tau P-Tau AB40
Limite de détection 7.17 141 0.282 2,78
(ng/L)
Limite de
quantification (ng/L) 14,02 150 1,058 4,08
Plage de Lincarité | 131 5060 |150-1919 | 3.5-3147 | 207 - 18644
(ng/L)
Temps dgnalyse 35 35 35 35
(min)
Volume utilisé (uL) 50 75 40 40
Anticorps de capture 21F12 ATI120 HT7 2G3
Anticorps de 3D6 HT7 et BT2 | AT270 3D6
détection

Les avantages/inconvénients et différences notables entre les deux techniques de dosage sont

récapitulés en annexe 7.
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1.5.4.3 Autres méthodes commercialisées pour le dosage des BM du
LCS
o Meéthodes ELISA - plaques (manuelles) :
- EUROIMMUN® (CE/IVD) : Tau, P-Tau, AB42 et AB40.
- IBL® (IVD) : Tau, P-Tau, AB42 et Ap40.

Ces méthodes présentent les mémes inconvénients que 'INNOTEST® et elles sont beaucoup

moins utilisées et validées.

o Me¢éthode en immunoanalyse automatisée :

- ROCHE® (CE/IVD) : Tau, P-Tau et AP42.

o Autres approches :
-  MSD® (RUO) : Tau, P-Tau, Ap42 et AB40.
-  LUMINEX® (RUO) : Alz Bio3 : Tau, P-Tau et Ap42
- SIMOA® (RUO) : Tau plasmatique, APB42 plasmatique, AB40 plasmatique

1.5.4.4 Facteurs de variabilité analytique

Les différentes étapes de la phase analytique peuvent causer une variabilité des résultats. La
méthode manuelle avec des étapes de pipetage, agitation et lavages est fortement dépendante
de la dextérit¢ de I’opérateur. Il est particulierement important de respecter les
recommandations analytiques du fournisseur, devant étre claires et précises afin de limiter au
mieux une interprétation subjective de ces données en fonction d’un laboratoire a un autre. Un
autre facteur de variabilité analytique est I’étalonnage de I’instrument qui se fait a I’aide de
standards (ou étalons) de concentrations définies, ils permettent de calibrer un systeme avant
le début de I’analyse. Une courbe de calibration issue de différents points de mesure est
utilisée pour quantifier 1’analyte. Les calibrants peuvent étre fournis prét a ’emploi ou a
reconstituer. Les points de gamme peuvent étre préparés de maniere industrielle ou interne au
laboratoire. Il peut exister des variations analytiques (normalement maitrisées) lors des
changements de kits de calibration appartenant a des lots différents. Enfin, d’autres facteurs
entrent en jeu dans la variabilité analytique du dosage tels que la spécificité¢ des anticorps, la
disponibilité des épitopes de 1’antigéne a doser, les différences de matrice entre les étalons et

les échantillons ou les réglages de I’ instrument.
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1.5.4.5 Matériaux de référence certifiés (CRM)

La fabrication et I’attribution de valeur de concentration aux standards (ou étalons) différe
selon les fournisseurs, ce qui peut entrainer un biais systématique des concentrations mesurées
en fonction des différents kits. L’harmonisation des résultats entre fournisseurs industriels de
de diagnostics in vitro (DIV) est possible grace a I’'utilisation de matériaux de référence
certifiés (CRM) ; ils sont accompagnés d’une documentation délivrée par un organisme
faisant autorité et fournissant une ou plusieurs valeurs certifiées de 1’analyte a doser avec les
incertitudes associées. Souvent appelés « €talons internationaux », les CRM, quand ils
existent, sont utilisés par chaque industriel pour le titrage des étalons commerciaux qui seront
fournis aux laboratoires de biologie médicale. L’objectif est d’obtenir une transférabilité
optimale du dosage de I’analyte concerné et in fine d’aboutir a 1’utilisation d’intervalles de
référence communs a toutes les méthodes et a tous les laboratoires pour des populations
comparables. A I’heure actuelle, trois CRM ont été mis au point par ’IFCC (the International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) uniquement pour 1’Ap42, ils
correspondent a 3 niveaux de concentrations différents d’Ap42 (ERM®-DA480, ERM®-
DA481 et ERM®-DA482) et sont disponibles depuis le 1% décembre 2017 (105). En
décembre 2018, la société Fujirebio a été le premier des fournisseurs de DIV a se raccorder a
ce premier étalon international en modifiant les valeurs des standards d’AB42 qu’elle
commercialise avec ses trousses, Fujirebio avait alors conclu qu’un facteur de correction
(division par 1,46) devait étre appliqué. Les kits d’AB42 corrigés vis-a-vis des CRM sont
disponibles pour le LUMIPULSE® depuis Janvier 2019 (106). Les autres fournisseurs
devraient par la suite eux aussi converger vers le CRM d’AB42. Les autres parameétres Tau et

P-Tau n’ont pas a ce jour d’étalon international.

1.5.5 Interprétation des biomarqueurs du LCS : ratios et outils facilitants

Depuis 1997, les biomarqueurs du LCS ont progressivement €té intégrés en pratique clinique
spécialisée. Afin d’harmoniser I’interprétation, différents outils et ratios facilitants ont été

développés et différentes recommandations ont été émises par des groupes d’experts.

eQutils et ratios facilitants :

- Le ATI ou IATI (Innotest Amyloid Tau Index) intégrant AB42 et Tau dans la formule

de régression suivante : AB42 / (240 + 1,18 x Tau) est proposé pour la premicre fois
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en 1999 par Hulstaert et a/ (107). Son équipe montre que selon ce modele, il y a une
amélioration des performances diagnostiques avec la combinaison de ces
biomarqueurs pour le diagnostic de MA vs controles (sujets sains + autres pathologies
neurologiques) avec une sensibilité de 85% et une spécificité de 86%.

La représentation graphique de cet index en fonction de P-Tau combine les 3
biomarqueurs (figure 17), on obtient 4 zones correspondant a différents profils

permettant de classer les patients.
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Figure 17 : Représentation graphique de I'index ATI/P-Tau, adaptée de (14)

Les profils intermédiaires peuvent correspondre a des situations cliniques diverses
(maladie d’Alzheimer atypique ou débutante, MCI, autres maladies dégénératives).
Longtemps utilisé pour I’interprétation des résultats en technique INNOTEST®, le
[ATI n’est plus utilisable avec la technique automatisée LUMIPULSE®

- Ratio P-Tau/AB42 : la combinaison d’AB42 et P-Tau est pertinente, en effet on a pu
voir que P-Tau est plus spécifique du processus neurodégénératif de la MA que Tau.
Dans I’étude de Tapiola et al en 2019 (108), le rapport AP42/P-Tau est le mieux
corrélé a la présence de plaques neuritiques a I’examen neuropathologique, avec une
sensibilité de 91,6% et une spécificité de 85,7% et aussi le mieux corrélé au stade de

Braak (DNF)(28) avec une sensibilité 82,7% de et une spécificité¢ de 100%.
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Le PLM scale (2014) utilise un modele simple et intuitif : il catégorise les patients en
fonction du nombre de marqueurs pathologiques, les probabilités (avec un intervalle
de confiance a 95%) qu’un patient soit atteint d’une MA sont respectivement de :
9,6% (6,0 a 13,2%) pour un score ¢gal a 0 (tous les biomarqueurs sont normaux), 24,7
% (18,0 % a 31,3%) pour un score égal a 1 (un biomarqueur pathologique sur trois),
77,2% (67,8 a 86,5%) pour un score égal a 2 (deux biomarqueurs pathologiques sur
trois) et 94,2% (90,7% a 97,7%) pour un score égal a 3 (les trois biomarqueurs sont
pathologiques). Les scores 2 et 3 sont considérés comme étant positifs pour le
diagnostic de MA (109). L’échelle surpasse les biomarqueurs du LCS lorsqu’ils sont
utilisés seuls.

Dans 1’¢tude de 2014, le PLM scale est comparé a un mod¢ele de régression logistique
permettant de prédire la présence probable de la MA, similaire a celui de Spies et al
(110), dans lequel sont intégrés le sexe, AP42 et P-Tau. On observe que 23,25% des
patients sont mieux classés avec le PLM scale.

Une révision de cette échelle diagnostique (PLMR scale 2018) dans laquelle ApB42 a
été remplacé par le ratio AP42/AB40 a montré une diminution des profils discordants
(111). Deux cohortes ont été étudiées, dans la premiere (Mtpl), le dosage d’AP40 a
¢té effectué de fagon systématique, alors que dans la deuxieme (Mtp2), le dosage
d’AP40 n’a été effectué que lorsque I'un des biomarqueurs se trouvait en zone grise ou
en cas de discordance entre I’hypothése diagnostique clinique et la valeur d’Ap42. Le
pourcentage de MA bien classés (classe 3) a augmenté de 38 a 83% pour Mtpl et de
33 a4 53% pour Mtp2. Une diminution des profils discordants passant de 34 a 16,3 % et
de 37,5 a 19,8% respectivement pour Mtpl et Mtp2.

Ratio Tau/P-Tau : lorsque la concentration en Tau est élevée > 1400 ng/L, d’autres
diagnostics comme celui de la maladie de Creutzfeldt-Jakob doivent étre évoqués, le
calcul du ratio Tau/P-Tau présente un intérét dans ces situations, en effet la
combinaison d’une Tau>1400 ng/L et d’un ratio Tau/P-Tau > 25 présente une
sensibilité¢ de 78,5% et une spécificité de 99,6% pour le diagnostic de maladie de
Creutzfeldt-Jakob vis-a-vis de la MA (112). C’est le seul ratio ayant a ce jour

démontré son utilité pour étayer un diagnostic différentiel de la MA.

58



Toutefois, 1’analyse et I’interprétation des biomarqueurs du LCS reste complexe du
fait de nombreuses perturbations pré-analytiques, analytiques et des réunions de
concertation pluridisciplinaire sont utiles entre biologistes et cliniciens afin d’exploiter

au mieux ces résultats.

1.5.6 Prise en charge basée sur I’interprétation des biomarqueurs du LCS

eRecommandations d’un groupe de travail multidisciplinaire d’experts européens de 12

pays (2017) concernant I’interprétation des biomarqueurs :

=> Au stade de TCM (53):

O

Lorsque tous les biomarqueurs sont normaux, il est peu probable que la MA soit la
cause des TCM.

Lorsque les résultats des biomarqueurs du LCS présente un profil de MA
typique c’est-a-dire : AB42 diminuée, Tau et P-Tau augmentées, il y a une grande
probabilité que les TCM soient causés par la MA, le patient se verra proposer un
traitement par inhibiteurs de I’acétylcholinestérase ou par mémantine (et/ou il aura la
possibilité de participer a des essais cliniques).

Lorsque les résultats des biomarqueurs sont proches des valeurs seuils, ils doivent étre
interprétés avec prudence. Il existe une zone grise de 10% inhérente a la variabilité
analytique et intra-individuelle qui serait de ’ordre de 5%. Dans ce cas, un autre
biomarqueur peut étre ajouté ou I’analyse pourra éventuellement étre répétée.

Lorsque le profil est discordant :

Chez les patients présentant une Tau ou P-Tau augmentées mais une AP42 normale,
d’autres troubles neurodégénératifs peuvent étre envisagés et d’autres biomarqueurs
tels que I’AP40 ou des biomarqueurs d’imagerie peuvent étre ajoutés pour clarifier le
diagnostic.

AP42 diminuée et Tau et/ou P-Tau normales, il est recommandé de vérifier le compte
cellulaire du LCS et le quotient albumine. La MA reste une cause possible de TCM
bien que moins probable. Une réanalyse pourra étre envisagée et 1’ajout d’un autre
biomarqueur (imagerie) peut étre effectu¢ pour clarifier le diagnostic. On peut
souligner que curieusement le groupe de travail ne recommande pas le dosage de

1’AB40 alors qu’il peut avoir un apport supplémentaire et débrouiller ces situations.
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Les auteurs (53) ne sont pas en mesure de recommander 1’utilisation d’un biomarqueur

plus qu’un autre et n’a pas mis en évidence la supériorité¢ des biomarqueurs du LCS par

rapport aux biomarqueurs d’imagerie, faute de preuves disponibles. Finalement c’est la

facilité d’acces a I’imagerie PET ou la proximité d’un laboratoire spécialisé¢ dans 1’analyse

du LCS qui jouera un réle dans la sélection du marqueur complémentaire a réaliser.

Plusieurs études ont prouvé ’efficacité des biomarqueurs dans la différentiation des sujets

MA versus sujets agés sains, mais seules quelques études ont abordé la question du

diagnostic différentiel.

= Au stade MCI (52):

Les biomarqueurs permettent d’identifier le risque de progression des symptomes vers
le stade de TCM si la MA est la cause de ces troubles cognitifs: avec des
biomarqueurs normaux le risque d’évolution vers le stade de TCM est de 14% et avec
des biomarqueurs anormaux de 54% (113). Le groupe de travail recommande de
conseiller aux patients atteints de MCI la réduction de facteurs de risque liés au mode
de vie, d’offrir des conseils et un soutien continu, de traiter les comorbidités, de leur
offrir un traitement pharmacologique le plus tot possible et de leur proposer
I’inclusion dans des essais cliniques. La réalisation d’une ponction lombaire a ce stade
pourra permettre d’identifier une maladie neuro-inflammatoire ou infectieuse qui peut

étre traitée (Encéphalopathie de Lyme, neurosyphilis).

1.6 Les autres biomarqueurs dans le LCS

De nombreux travaux de recherche portant sur de nouveaux biomarqueurs impliqués dans la

mort neuronale, I’atteinte synaptique ou I’inflammation sont en cours ; certains marqueurs ont

pu montrer un intérét possible (liste non exhaustive) :

Les neurofilaments Iégers (NFL) : Ce sont des constituants des neurones présents dans
les corps cellulaires, les dendrites et les axones, ils possédent diverses missions et sont
notamment impliqués dans le maintien de I’architecture cellulaire, dans le transport
axonal et dans la régulation de la formation des microtubules. Non spécifiques de la
MA, ils sont augmentés dans le LCS au cours des atteintes neurodégénératives et sont

proposés comme marqueurs pronostiques potentiels pour le suivi de la dégénérescence
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axonale. Chez les patients MCI, ils sont corrélés a 1’évolution du déclin cognitif et a

I’atrophie cérébrale.

- VLP-1 (Visinin-like protein 1) : protéine appartenant a la superfamille de la
calmoduline, elle est impliquée dans la neurotoxicit¢ a médiation calcique, VLP-1

reflete la mort neuronale et est modérément augmenté au cours de la MA.

- YKL-40: protéine principalement exprimée par les astrocytes, sa fonction
physiologique reste floue mais elle est associée aux processus neuro-inflammatoires, a
I’activation astrocytaire et microgliale. Il a été constaté qu’elle est modérément

augmentée dans la MA.

La méta analyse de Olsson et al (2016), a montré que les NFL permettaient de différencier de
facon significative les patients MA de patients contrdles (ratio MA/controles = 2,35) tandis
que le pouvoir discriminant de VLP 1 et YKL-40 était modéré avec des ratios MA/contrdles
de 1,46 et 1,28 respectivement. Pour comparaison, les ratios MA/contrdles pour AB42, Tau et
P-Tau sont respectivement de 0,56, 2,54 et 1,88. Notons toutefois, que VLP 1 et YKL-40 ont
¢té moins €tudiés, dans des essais de plus petite taille rapportant des résultats hétérogenes et
sans avoir le recul nécessaire quant aux potentiels facteurs pré-analytiques pouvant influencer
les résultats des dosages. Ces marqueurs pourraient étre utiles dans des essais cliniques
thérapeutiques pour la prévention ou le traitement de la MA en tant que mesure de la

neurodégénérescence et de 1’activation gliale, indépendante de Tau et AP (114).

- La neurogranine : protéine post synaptique présente au niveau des dendrites, son
dosage permet d’analyser la dégénérescence synaptique qui est un événement précoce
au cours de la MA. La concentration en neurogranine dans le LCS est élevée chez les
patients MA et MCI et elle est corrélée avec 1’évolution du déclin cognitif chez les
patients MCI (115). Une étude récente suggere qu’un taux ¢levé de neurogranine dans

le LCS pourrait étre spécifique de la MA (116).

1.7 Les biomarqueurs sanguins

La PL est un geste invasif et difficile a généraliser a grande échelle et il ne fait aucun doute
que le prélevement de sang serait préférable au LCS tant pour le diagnostic des patients mais
aussi dans le cadre des essais cliniques ou des prélévements répétés sont souvent nécessaires.
Le développement de dosages sanguins représente donc un défi a relever mais la mise au

point de biomarqueurs sanguins pour la MA s’avére difficile, tout d’abord parce que des
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quantités infimes de protéines d’origine cérébrale entrent dans le sang: il y a 10 a 20 fois
moins d’AB42 et d’AB40 dans le sang que dans le LCS et environ 100 fois moins pour Tau et
les NFL. Ces biomarqueurs doivent étre mesurés dans une matrice contenant des niveaux
¢levés de nombreuses autres protéines plasmatiques ce qui introduit un risque éleveé
d’interférence dans les méthodes d’analyse. De plus, les protéines cérébrales libérées dans le
sang peuvent étre dégradées par des protéases du sang circulant, métabolisées dans le foie ou
¢liminées par voie rénale, ce qui introduit une variabilité qui n’est pas liée aux changements
cérébraux et qui est difficile a controler. Néanmoins, la mise au point de techniques

ultrasensibles a fait naitre de nouveaux espoirs.

La technique SIMOA (single molecule array) est une technique immuno-digitale ultrasensible
commercialisée par QUANTERIX®, la sensibilité de la méthode est de 1’ordre du fg/mL alors
que la sensibilité¢ de la technique LUMIPULSE est de 1’ordre du pg/mL. Cette technique est
basée sur une nouvelle approche d’immunodosage en sandwich avec des supports modifiés
permettant d’étre plus sensible. Cette technique est réservée a quelques centres dans le monde,

et plutot a visée de recherche (117).

L’évaluation du dosage d’AP42 plasmatique par cette technique dans la cohorte suédoise
bioFINDER de 719 patients a montré une corrélation faible mais significative entre le dosage
d’AP42 et le ratio AP42/AP40 plasmatiques et les mesures correspondantes dans le LCS. Un
rapport AP42/AB40 a été retrouvé significativement plus faible chez les MCI et MA par
rapport aux controles, cependant I’analyse des courbes ROC a montré que ni AB42, ni le
rapport AP42/AB40 ne permettaient de discriminer de fagon suffisante les patients en fonction
de leur statut en TEP amyloide ou en fonction du profil biologique typique de la MA (P-Tau
et Tau augmentés et AB42 diminu¢) (118). Des ¢tudes dont les effectifs sont plus faibles que
la précédente étude ont aussi évalué le dosage des peptides AP par immunoprécipitation
couplé a la spectrométrie de masse, certaines révelent une diminution significative d’Ap42 et
du rapport AB42/AB40 chez les patients TEP amyloide positif par rapport aux TEP amyloide
négatif (119,120).

Concernant la protéine Tau plasmatique, il a ét¢ montré dans la méta-analyse de Olsson et al,
une différence significative de concentration chez les patients MA vs controle (ratio
1,95)(114). La technique de dosage ultrasensible SIMOA® permet également de mesurer la
protéine Tau dans le sang, une vaste étude portant sur les cohortes DIAN et bioFINDER a été

menée afin d’évaluer la pertinence du dosage de Tau dans le plasma, cette ¢tude montre une
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discreéte augmentation de la protéine Tau plasmatique dans le groupe MA de la cohorte DIAN
par rapport aux sujets contrdles, mais ce constat n’est cependant pas retrouvé dans la cohorte
bioFINDER. Les données longitudinales de la cohorte DIAN ont montré que la Tau

plasmatique était corrélée au déclin cognitif et a I’atrophie cérébrale (121).

Au total, que ce soit pour AB42 ou Tau, les études sur le sujet sont contradictoires et n’ont
pour I’instant pas montré d’intérét majeur concernant le dosage de ces biomarqueurs dans le

sang avec les méthodes existantes.

En ce qui concerne les neurofilaments légers (NFL), une étude menée dans la cohorte DIAN,
a démontré que le dosage dans le plasma était étroitement corrélé au dosage dans le LCS.
Aussi, une augmentation significative des NFL plasmatiques a été retrouvée chez les patients
MA aux stades symptomatique et pré clinique. Enfin, le dosage de NFL plasmatique est
corr¢lé au déclin cognitif, a I’atrophie cérébrale et a I’hypométabolisme mesuré par FDG-PET
(122). Rappelons toutefois, que si les NFL refletent bien I’existence d’un processus

neurodégénératif, ils ne sont pas des marqueurs spécifiques de la MA.
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1.8 Objectifs de 1’¢tude

Le laboratoire de biochimie au CHU de Rouen réalise le dosage des biomarqueurs Alzheimer
Tau, P-Tau, AP42 et AP40 dans le LCS par technique manuelle ELISA (INNOTEST®
Innogenetics, Fujirebio) depuis 2008. De nouvelles techniques automatisées sont désormais
disponibles, permettant d’espérer mettre a disposition plus rapidement les résultats des

examens biologiques au clinicien demandeur et au patient.

L’objectif de ce travail est d’effectuer une validation de méthode et une vérification des
performances analytiques du dosage des biomarqueurs Tau, P-Tau, AB42 et AB40 dans le
LCS sur 'automate LUMIPULSE® G600II, de comparer cette méthode automatisée a la
méthode manuelle INNOTEST® et de réévaluer si besoin les valeurs seuils en faveur du

diagnostic de la MA.

Lors du démarrage de 1’activité, le laboratoire a adopté les valeurs usuelles fournies par la
littérature (Tau et AP42, (123)) ou par [Dindustriel du DIV (P-Tau, données
INNOGENETICS), elles ont ensuite été¢ affinées au cours du temps et via des échanges
d’expérience entre laboratoires frangais utilisant ces trousses pour aboutir aux seuils utilisés

depuis 2013 et jusqu’a aujourd’hui.

Aujourd’hui, I’industriel propose de nouvelles valeurs usuelles (124) et seuils de décision
clinique (125) pour la technique automatisée LUMIPULSE®, notre étude devra permettre
d’établir des seuils de décision clinique basés sur les résultats de nos expériences de
comparaison tout en inspectant leur cohérence avec les données de 1’industriel et de la

littérature.

Cette démarche a pour but d’opérer un transfert technologique du dosage des biomarqueurs
d’une méthode manuelle vers une méthode automatisée avec les meilleures connaissances et
maitrise possibles du nouveau systeme et de sa correspondance avec 1’ancien, de facon a ce

que la prise en charge des patients puisse tirer bénéfice du changement sans contrepartie.
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II. MATERIELS ET METHODES

2.1 Matériel

2.1.1 Phase pré-analytique
Au CHU de Rouen, le tube STARSTEDT 62.610.201 est utilisé pour le recueil du LCS, une

feuille de prescription dédiée au dosage des biomarqueurs Alzheimer est remplie et
I’hypothese diagnostique doit €tre renseignée. L’acheminement du LCS jusqu’au laboratoire
doit étre inférieur a 4 heures. Une fois arrivé au laboratoire le LCS est centrifugé a 3500 tours
(2000 g) pendant 10 minutes et a 4 °C. le LCS est ensuite aliquoté dans des microtubes en
polypropyléne de 2 mL (Simport T 341-6T), chacun contenant 450 pL puis une congélation a
— 80°C est effectuée.

2.1.2 Phase analytique

Les échantillons de LCS de notre étude sont des échantillons de patients qui ont été aliquotés
et congelés a — 80°C entre Janvier 2012 et Février 2013. En 2019, ils ont été dosés en
technique manuelle INNOTEST® et en technique automatisée LUMIPULSE® a partir de

deux aliquots n’ayant jamais ét¢ décongelés avant le dosage.

Les trousses de dosages : INNOTEST® hTau Ag, INNOTEST® Phospho-Taugsip),
INNOTEST® B-Amyloid(i-42y, INNOTEST® B-Amyloid (1400 ont été utilisés pour la

technique manuelle.

Les trousses de dosages : LUMIPULSE® G Total Tau, LUMIPULSE® G pTau 181,
LUMIPULSE® G B-Amyloid 1-42, LUMIPULSE® G B-Amyloid 1-40 ont été utilisées pour

la technique automatisée.

2.2 M¢éthodologie

2.2.1 Population d’étude

La population d’étude a ¢été constituée en sélectionnant 53 patients ayant bénéficié d’un
prélevement pour le dosage des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer dans le LCS en
consultation de neurologie spécialisée au CHU de Rouen entre Janvier 2012 et Février 2013.

Les patients choisis ont tous bénéficié d’une évaluation clinique, neuropsychologique et d’une
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imagerie cérébrale. Nous disposons d’un diagnostic avant PL qui a été posé par le clinicien en
charge du patient en se basant sur les données cliniques disponibles au moment du
prélévement en aveugle des biomarqueurs et d’un diagnostic aprés PL établi par le clinicien
apres avoir pris connaissance du résultat des biomarqueurs. Ces données étaient existantes et
disponibles car cette méthodologie avait ét¢ mise en place au CHU de Rouen pour une
précédente étude, multicentrique, qui souhaitait évaluer la confiance diagnostique du clinicien
avant et aprés PL ainsi que la reclassification diagnostique des patients apres prise de
connaissance des résultats de la PL (54). En 2019, nous disposons ¢galement d’un diagnostic
final pour certains patients obtenus apres révision des données de suivi clinique quand il a été

possible. La méthodologie de notre étude est résumée dans la figure 18.

Diagnostic initial Diagnostic apres PL Diagnostic final d’apres le
AvantPL 20122003 suivi clinique
2012-2013 2019
PL
I Dosage INNOTEST®
Dosages INNOTEST ® 2019
2012-2013 Dosage LUMIPULSE®
2019

Figure 18 : Chronologie des diagnostics cliniques et dosages

Les dosages INNOTEST® ont de nouveau été effectués en 2019, pour deux raisons : du fait
d’une modification des trousses de dosage INNOTEST® en 2014 et pour éviter un biais li¢ a

la conservation de longue durée a -80°C des échantillons depuis la premiere étude (6 a 7ans).

2.2.2 Sélection des patients

53 patients ont été inclus pour I’é¢tude de corrélation et de concordance entre les deux

méthodes de dosage.

Pour I’é¢tude d’évaluation des seuils de décision clinique par courbes ROC, 5 patients ont été
exclus du fait de leur diagnostic initial, posé en aveugle des biomarqueurs : TCM mixtes
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(MA et TCM cérébrovasculaire) (n= 3), angiopathie amyloide (n=1) et maladie a corps de

Lewy (n=1) . Il y a donc 48 patients restant, inclus dans I’étude des seuils.

Ces 48 patients ont été séparés en deux groupes, un groupe « maladie d’Alzheimer (MA) » de
33 patients et un groupe « non MA » de 15 patients (figure 19). Les diagnostics évoqués pour
le groupe «non MA» sont des maladies psychiatriques (n=7), des iatrogénies
médicamenteuses associées a une maladie psychiatrique (n=4), un retard mental, une sclérose

latérale amyotrophique, une paraparésie spastique, une exogénose chronique.

Apres prise de connaissance du résultat des biomarqueurs, une réévaluation diagnostique a été
effectuée par le clinicien. Sur les 48 patients, 12 diagnostics ont changé, le groupe MA
comprend a ce stade 29 patients et le groupe non MA 19 patients. Les diagnostics évoqués
pour le groupe «non MA » sont des maladies psychiatriques (n=6), des iatrogénies
médicamenteuses associ€es a une maladie psychiatrique (n=2), un retard mental, une sclérose
latérale amyotrophique, une paraparésie spastique, une exogénose chronique, une maladie a
corps de Lewy, un trouble cognitif 1éger (MCI), une épilepsie temporale, une dégénérescence

cortico-basale, des TCM cérébrovasculaires (n=2) et une dégénérescence lobaire fronto-

temporale.
53 ---»  Etude de corrélation/concordance
— > Sexclusions
48 - --» Etude de réévaluation
/\ des seuils (courbes ROC)
MA Non MA
Avant PL 33 15
> 12 changements
Apres PL 29 19
— > 9 perdus de vue
Final 23 16 > 2 changements

Figure 19 : Sélection des patients de notre étude.
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En 2019, nous avons recherché si des données de suivi clinique étaient disponibles pour
certains des 48 patients. Lorsque les observations cliniques de suivi étaient disponibles (au
moins une visite supplémentaire, apres le rendu de la PL), un recueil de données a été effectué
de fagon rétrospective, afin de mettre en évidence d’éventuelles infirmations du diagnostic
posé apreés PL. Ce suivi clinique était disponible pour 39 patients et constitue le diagnostic

final.

2.2.3 Variables étudiées

Les données suivantes ont été recueillies pour chaque patient : le sexe, la date du prélévement
de LCS, I’age au moment de la PL et le diagnostic clinique retenu (MA ou non MA) a
différents temps : avant PL en aveugle des biomarqueurs, aprés PL en tenant compte des
résultats des biomarqueurs et le diagnostic final retenu apres un suivi clinique (au moins une
visite supplémentaire) lorsque les observations cliniques étaient disponibles dans le logiciel

CDP2 (dossier informatisé du patient au CHU de Rouen).

Nous avons dos¢ les concentrations en Tau, P-Tau, AB42, AP40 en méthode manuelle
INNOTEST® et en méthode automatisée LUMIPULSE® G600 II ainsi que les rapports
APB42/AB40 et P-Tau/AB42.

En amont, une étude des performances analytiques (répétabilité et fidélité¢ intermédiaire) a été
réalisée sur le LUMIPULSE® G600 II pour chaque paramétre afin d’évaluer la fidélité des
dosages. L’essai de répétabilité consiste a analyser un méme échantillon dans les conditions
suivantes : méme opérateur, méme lot de réactifs, méme instrument, méme étalonnage dans
un délai le plus court possible. L'objectif est de caractériser la meilleure performance possible,
dans des conditions optimales et de vérifier le bon fonctionnement du systéme
(instrument/réactif) pour ’analyte concerné. L’ essai de fidélité intermédiaire (reproductibilité
intra laboratoire) consiste a analyser un méme échantillon dans des conditions différentes en
faisant varier au moins un des facteurs: ’opérateur, le temps, les lots de réactifs, les

¢talonnages, il reflete la variation analytique longitudinale au laboratoire (126).

2.3 Analyse statistique

Les analyses statistiques ont ét¢ effectuées a I’aide des logiciels Medcalc (version 13.0) et R

(version 3.6.1).
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Pour [I’¢tude de corrélation entre les deux méthodes d’analyse INNOTEST® et
LUMIPULSE® G600 II, ont été réalisées pour chaque marqueur, les droites de régression
obtenues par la méthode de Passing Bablok. L’intervalle de confiance de la droite de
régression a €té estimé par bootstrap percentile sur la base de 10 000 ré-échantillonnages. Le
coefficient de corrélation de Pearson et le coefficient de corrélation intra-classe ont également
¢été calculés. Les intervalles de confiance de ces deux outils statistiques ont été estimés par
bootstrap a biais corrigé accéléré (BC,) selon la méthode décrite par Efron en 1987 (127).
10 000 ré-échantillonnages ont été faits a chaque fois. Enfin le delta moyen c’est-a-dire la
valeur absolue de la différence entre les deux méthodes de mesure pour chaque patient +/-

I’¢écart type (ET) entre les deux méthodes sans correction a également été calculé.

Les données des comparaisons (différences relatives) entre les deux méthodes ont également

été représentées sous la forme de graphique de Bland et Altman.

Les variables quantitatives ont été décrites par la moyenne et I’écart type (ET), la médiane et

les quartiles. Les variables qualitatives ont été décrites par les pourcentages et effectifs.

Une comparaison des groupes MA et non MA a été effectuée par la réalisation de diagrammes
en boite et l’utilisation du test non paramétrique de Mann Whitney pour les variables
quantitatives, en raison d’un écart a la normalité. Pour comparer la répartition

hommes/femmes, le test du Chi? a été utilisé.

De nouveaux seuils pour le LUMIPULSE® ont été calculés a partir de 1’équation des droites
de régression par la méthode de Passing Bablok. La capacité discriminante de chaque
parametre en faveur du diagnostic de MA a été évaluée par une courbe ROC (Receiver
Operating Characteristic), ainsi que I’aire sous la courbe (AUC).

Les courbes ROC ont ¢également permis de sélectionner des seuils de décision clinique
« candidats » correspondant au maximum de 1’indice de Youden. Cette analyse a été faite en
fonction du diagnostic avant PL qui n’est pas sujet au biais d’incorporation contrairement au

diagnostic apres PL.

Les seuils candidats issus des deux approches (translation et courbes ROC) ont ensuite été
¢valués par une étude de concordance clinique entre les deux méthodes, chaque variable a été
transformée en une variable qualitative a deux ou trois classes : test négatif, positif et en zone

grise quand elle existe. Ces classes ont €té construites en prenant en compte les valeurs seuils
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de chaque méthode. Pour le LUMIPULSE® les valeurs seuils ont été calculées a 1’aide des
droites de régression linéaire selon Passing Bablok a partir des seuils INNOTEST® et aussi a
partir des valeurs seuils obtenues a partir des courbes ROC, afin de comparer quelle approche
possede la meilleure concordance avec la technique INNOTEST®. Le test de pourcentage de
concordance a été calculé et le test non paramétrique de Kappa de Cohen a été utilisé.

La significativité statistique a été fixée au seuil p = 0,05.

III. Résultats

3.1 Performances analytiques

Une étude des performances analytiques (répétabilité et fidélité¢ intermédiaire) a été réalisée
sur le LUMIPULSE® G600 II pour chaque paramétre car elle est le préalable requis avant
toute comparaison d’une méthode avec une autre et avant la mise en production d’une

méthode.

Le COFRAC (comité Frangais d’accréditation) qui est chargé de I’accréditation des
laboratoires de biologie médicale selon la norme ISO 15189, préconise d’effectuer ces essais
sur 30 déterminations et un nombre d’essais inférieur doit étre argumenté. Dans notre cas, le
colt des analyses est important et le LCS est un prélevement précieux, cette étude a donc été

effectuée sur 10 essais et sur matrice artificielle pour chaque parametre.

3.1.1 Etude de répétabilité

Un contrdle interne de qualité (CIQ) est un matériau, fabriqué par I’homme la plupart du
temps produit par le fournisseur du kit. Il se compose d’un ou plusieurs analytes de
concentration connue dont la matrice doit se rapprocher au mieux d’un échantillon patient. A
chaque série de dosages la validit¢ des CIQ est analysée de la méme facon que les
échantillons de patients, ils permettent de vérifier la maitrise du processus analytique,
d’encadrer les séries de dosage des échantillons de patient et d’en confirmer la validité¢ des
résultats. Plusieurs niveaux de concentration de CIQ sont disponibles pour chaque analyte,
classiquement un niveau de concentration normal et un ou plusieurs niveaux de

concentrations anormaux déterminés en fonction du parametre a doser.

L’étude de répétabilité a été effectuée sur 10 passages consécutifs pour chacun des 4
biomarqueurs a partir des CIQ du fournisseur, sur 3 niveaux de concentration pour les

peptides AB42 et ABP40, afin d’une part d’encadrer les plages de mesure étendues de ces deux
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biomarqueurs et d’autre part de garantir un degré de confiance important sur le ratio
AB42/AB40 et sur 2 niveaux de concentration (un proche du seuil décisionnel et un

pathologique) pour Tau et P-Tau.

La moyenne des valeurs, ’ET et les coefficients de variation (CV) du laboratoire, calculés a

partir du logiciel Excel (version 1911) et les CV du fournisseur sont inscrits dans le tableau I1I

Tableau III : Etude de répétabilit¢é des dosages Tau, P-Tau, AP42, AB40 sur l'automate
LUMIPULSE® G600 II

Cv
fournisseur
Controles Ni‘r’lyflﬁl;e Ec(irt;tL-‘/)pe CV (%) (%)
& & (concentration
ng/L)
Niveau 2 461,90 7,94 1,72 3,6 (500)
Tau
Niveau 3 767,20 13,29 1,73 2 (783)
Niveau 2 60,91 1,71 2,80 2,9 (57)
P-Tau
Niveau 3 100,21 2,02 2,02 3,1(95,8)
Niveau 1 283,90 3,05 1,07 1,7 (409)
Ap42 Niveau 2 547,70 6,34 1,16 1(773)
Niveau 3 995,50 11,09 1,11 1 (1228)
Niveau 1 4083,20 51,41 1,26 1,3 (3759)
AP40 Niveau 2 10096,70 93,20 0,92 1,2 (9363)
Niveau 3 19871,90 183,05 0,92 2 (18994)

Avant la commercialisation d’un test, le fabricant effectue ses propres essais pour étudier les
performances du couple automate - réactif pour le dosage en question. Ces données sont
disponibles dans la documentation technique fournie. Le laboratoire doit ensuite vérifier dans
ses locaux avec son appareil, ses réactifs et son personnel si les performances annoncées sont
satisfaites dans les conditions réelles d’utilisation, le CV fournisseur est généralement calculé
a partir de CIQ dans des conditions idéales et il donne une valeur indicative vers laquelle il

faut tendre.
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Dans I’étude de répétabilité, les CV obtenus sont tous inférieurs aux CV fournisseur a

I’exception des niveaux 2 et 3 d’AP42 qui sont légerement supérieurs a ceux du fournisseur

tout en restant concordants avec les données de la littérature (128).

3.1.2 Etude de fidélité intermédiaire

L’étude de fidélité intermédiaire a été effectuce a partir de 10 passages des contrdles internes

de qualité du fournisseur, sur 3 niveaux pour les AB42, AB40 et sur 2 niveaux pour Tau, P-

Tau sur 10 jours différents.

La moyenne des valeurs, I’ET et les CV du laboratoire ont été calculés a partir du logiciel

Excel (version 1911) et les CV du fournisseur sont inscrits dans le tableau I'V.

Tableau IV : Etude de fidélité¢ intermédiaire des dosages Tau, P-Tau, AP42, AP40 sur
l'automate LUMIPULSE® G600 11

Ccv
fournisseur
Controles M(Eyfgle Ec(iﬂ;gpe CV (%) (%)
& & (concentration
ng/L)
Niveau 2 469,90 23,80 5,07 4 (500)
Tau
Niveau 3 777,50 18,11 2,33 2,2 (783)
Niveau 2 59,54 1,55 2,61 4,4 (57)
P-Tau
Niveau 3 98,64 2,21 2,24 4,4 (95,8)
Niveau 1 278,30 7,27 2,61 2,3 (409)
Ap42 Niveau 2 546,20 17,42 3,19 1,9 (773)
Niveau 3 987,60 39,01 3,95 2,3 (1228)
Niveau 1 4166,30 172,43 4,14 2,8 (3759)
APB40 Niveau2 | 10347,70 446,54 4,32 2,6 (9363)
Niveau 3 19999,10 1010,65 5,05 3,1 (18994)

A titre informatif, une étude de fidélité intermédiaire a également été effectuée par le

fournisseur sur des échantillons de LCS plutot que sur des matériaux de type CIQ, les valeurs

maximales de CV retrouvées pour chaque paramétre sont les suivantes : Ap42 < 3,9%, Tau <

8,3%, AB40 < 4,5% (102-104).
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Dans I’étude de fidélité¢ intermédiaire, les CV obtenus sont supérieurs a ceux du fournisseur
sauf pour la P-Tau. De fagon générale, nos résultats de CV sont en accord avec les autres
¢tudes récemment publiées sur le sujet (128,129) et bien inférieurs aux CV constatés dans les

programmes de qualité externe.

3.2 Etude de corrélation

L’étude de corrélation entre la technique manuelle INNOTEST® et la technique automatisée
LUMIPULSE® G600 II repose sur 53 patients, elle a été effectuée a partir de 2 aliquots de
LCS conservés a -80°C pour chaque patient. Pour le dosage sur LUMIPULSE® G600 II, nous
avons réparti les échantillons en 10 séries sur 10 jours différents. Le dosage par méthode
manuelle INNOTEST® a ét¢ effectué en deux séries. Les points de la gamme ont été dosés en

double et les patients en simple.

Pour chacune des 4 variables, ont été réalisées les droites de régression obtenues par la
méthode de Passing Bablok. Elles permettent de s’intéresser a la présence ou non d’erreurs
systématiques entre les deux méthodes. Par ailleurs, nous nous sommes intéressés au
coefficient de corrélation de Pearson et au coefficient de corrélation intra-classe. Le premier
permet d’apprécier 'intensité de la liaison entre les deux méthodes si on applique une
correction, le second permet d’évaluer I’intensité de la liaison entre les deux méthodes sans
correction. Le delta moyen (valeur absolue de la différence pour chaque patient) +/- ’ET
entre les deux méthodes sans correction a ¢galement été calculé.

L’avantage de calculer le delta moyen a partir des valeurs absolues est d’éviter les
compensations des différences négatives et positives qui pourraient donner une impression

trompeuse sur les corrélations des deux méthodes.

Toutes ces données sont reportées dans le tableau V a la fin de cette sous partie.
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3.2.1 Tau totale

L’équation de la régression linéaire selon Passing Bablok présentée dans la figure 20 est:
Tau (Lumipulse) = 13 + 1 x Tau (Innotest). Le coefficient de corrélation de Pearson
r = 0,988 [0,978 ; 0,993] et le coefficient de corrélation intra-classe (ICC) = 0,988 [0,974 ;
0,992]. 1l existe une tres forte corrélation linéaire positive significative. L’IC95% de la droite
de régression linéaire englobe la diagonale y=x. La valeur seuil Tau (Innotest) = 450 ng/L

correspond a Tau (Lumipulse) = 466 ng/L
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Figure 20: Régression linéaire selon Passing Bablok : Tau Lumipulse=f(Tau Innotest).

Les cercles rouges représentent les patients MA selon le diagnostic initial, les cercles verts :
les non MA, et les cercles noirs : les TCM mixtes (diagnostic avant PL). La diagonale noire
correspond a la ligne d’identité y=x. La droite bleue correspond a la droite de Passing
Bablok accompagnée de son intervalle de confiance a 95% (en pointillés) calculé par
Bootstrap percentile. La valeur seuil INNOTEST® a été reportée sur le graphique (x=450) et
une valeur seuil LUMIPULSE® en a été déduite par correspondance.
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3.2.2 P-Tau

L’équation de la régression linéaire selon Passing Bablok présentée dans la figure 21 est:
P-Tau (Lumipulse) =-27 + 1,4 x P-Tau (Innotest). Le coefficient de corrélation de Pearson
r=10,98 [0,97; 0,99] et ICC = 0,93 [0,90 ; 0,95]. Il existe une trés forte corrélation linéaire
positive significative. La représentation graphique informe que le LUMIPULSE® sous évalue
la P-Tau pour des concentrations < 75ng/L en INNOTEST® et qu’il la surévalue pour les
concentrations > 75 ng/L. La valeur seuil P-Tau (Innotest) = 60 ng/L correspond a P-Tau
(Lumipulse) = 55 ng/L. On a donc a la fois des surévaluations et des sous évaluations autour
de la valeur pivot de 75 ng/L proche du seuil de décision clinique de P-Tau (60ng/L). On note
visuellement la présence de points s’écartant notablement de la droite de régression pour les

valeurs de P-Tau proches de 60 en INNOTEST®.

350 — . .
P-Tau (Lumipulse) = -27 + 1.4 x P-Tau (Innotest) // //
4 4
// //
/// ///
300 — ,/ s
// s
o /)
’ 7/
/) e
4 ’
/// //
250 p
,
— %
= / /
> A
£ o
o 200 — R
0 s
3 7/
o
é /(/)/ ///
5 U
| _| e
5 150 %
= // ’/
o S
%4
100
o, o
q /7
4
4
" Q
50 — o
4
//’/
//’
0 - T T T T T T |
0 50 100 150 200 250 300 350

P-Tau Innotest (ng/L)

Figure 21 : Régression linéaire selon Passing Bablok : P-Tau Lumipulse=f(P-Tau

Innotest)
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3.2.3 Ap42

L’équation de la régression linéaire selon Passing Bablok présentée dans la figure 22 est:
AP42 (Lumipulse) = -59 + 0,99 x ApP42 (Innotest). Le coefficient de corrélation de Pearson r
= 0,95 [0,91; 0,97] et ICC = 0,91 [0,86; 0,95]. Il existe une trés forte corrélation linéaire
positive significative. La représentation graphique informe que le LUMIPULSE® sous évalue
AP42 quelle que soit la concentration d’AB42 en INNOTEST® (Il est difficile de tirer une
conclusion pour les concentrations en AB42 > 1000 ng/L, car peu de points disponibles). La
zone grise AB42 (Innotest) = 500 - 700 ng/L correspond a AB42 (Lumipulse) = 437 - 635
ng/L.
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Figure 22: Régression linéaire selon Passing Bablok : AB42 Lumipulse=f(Ap42 Innotest)
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3.2.4 AB40

L’équation de la régression linéaire selon Passing Bablok présentée dans la figure 23 est:
Ap40 (Lumipulse) = 930 + 0,68 x AB40 (Innotest). Le coefficient de corrélation de Pearson
r = 0,77 [0,56; 0,88] et ICC= 0,56 [0,40 ; 0,70]. Il existe une corrélation modérée linéaire
positive significative. La représentation graphique informe que le LUMIPULSE® sous évalue
de facon systématique et proportionnelle 1’AB40 pour des valeurs en INNOTEST® > 3000

ng/L (a noter que les valeurs < 3000 ng/L sont rarement rencontrées).
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Figure 23: Régression linéaire selon Passing Bablok : AB40 Lumipulse=f(Ap40 Innotest)
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3.2.5 Rapport AB42/AB40

L’équation de la régression linéaire selon Passing Bablok présentée dans la figure 24 est:

Ap42/AB40 (Lumipulse) = 0,0088 + 0,87 x AP42/Ap40 (Innotest). Le coefficient de
corrélation de Pearson r = 0,84 [0,75; 0,90] et ICC = 0,83 [0,75 ; 0,89]. Il existe une forte

corrélation linéaire positive significative. La représentation graphique informe que le

LUMIPULSE® surévalue AP42/AP40 quand le rapport est inférieur a 0,067 en

INNOTEST®. Egalement, on observe une dispersion des valeurs importante pour les rapports

> 0,06 en INNOTEST®. La valeur seuil AB42/AB40 (Innotest) = 0,055 correspond a
AB42/AB40 (Lumipulse) = 0,057.
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3.2.6 Rapport AB42/P-Tau

L’équation de la régression linéaire selon Passing Bablok présentée dans la figure 25 est:
AP42/P-Tau (Lumipulse) = -1,3 + 1,2 x AB42/P-Tau (Innotest). Le coefficient de
corrélation de Pearson r = 0,95 [0,89; 0,98] et ICC = 0,94 [0,90 ; 0,97]. Il existe une trés forte
corrélation linéaire positive significative. La représentation graphique informe que le
LUMIPULSE® sous évalue AB42/P-Tau quand le rapport est inférieur a 7 en INNOTEST®
et qu’il le surévalue dans le cas contraire. Egalement, on observe une dispersion des valeurs
plus importante pour les rapports > 19 en INNOTEST®. La valeur seuil AB42/P-Tau
(Innotest) = 9 correspond a AB42/P-Tau (Lumipulse) = 9,3.

AB42/P-Tau (Lumipulse) = -1.3 + 1.2 x AB42/P-Tau (Innotest) /,’
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Figure 25 : Régression linéaire selon Passing Bablok : AB42/P-Tau Lumipulse=f(Ap42/P-

Tau Innotest)
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Tableau V : Récapitulatif des seuils INNOTEST® (IT) précédemment utilisés au laboratoire

et des seuils calculés correspondants pour le LUMIPULSE® (LP), équations des droites de

régression linéaire selon Passing Bablok, Médiane [Q1 ; Q3], coefficients de corrélation de

Pearson [IC95], ICC [IC95] et delta moyen + ET entre méthodes sans correction pour chaque

parametre
Tau P-Tau AB42 ABA4O AB42/ABAO Ab2/
P-Tau
somil 450 60 500 / 700 0,055 9
Innotest
Seuil 466 55 437/ 635 0,057 9.3
Lumipulse
Eq
Lumipulse| LP=13+ LP=-27+ LP=-59 + LP=930+ | LP=0,0088+ |LP=-13+12
= 1 xIT 1,4 x IT 0,99 x IT 0,68 x IT 0,87 x IT x IT
f(Innotest)
(hé?qlgf) 436 74 551 12300 0,051 6,6
5 (261 ; 710) (48 ; 106) (418 ;814) | (9400 ; 15000) | (0,033;0,077)| (4,2;17,7)
Innotest
(I\é‘fdfgf) 483 77 488 9020 0,049 6,1
Lomipulse | 2973 760) (40 ; 114) (347 ;710) | (7779:11392) |(0,04 ; 0,081) (3.2 18,4)
Coefficient
de 0,988 0,98 0,95 0,77 0,84 0,95
corrélation | [0,978;0,993] | [0,97;0,99] | [0,91;0,97] | [0,56:0,88] | [0,75;0,90] | [0,89;0,98]
de Pearson
cc 0,986 0,93 0,91 0,56 0,83 0,94
[0,974:0,992]| [0,90;0,95] | [0,86;0,95] | [0,40;0,70] | [0,75:0,89] | [0,90;0,97]
Delta
moyen +
ET entre 52 +47 15+ 15 92 + 74 3162+2153 | 0,012+ 0,01 22427
méthodes
sans
correction
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3.3 Comparaisons des techniques par la méthode de Bland et Altman

La représentation graphique de Bland et Altman (130) permet d’évaluer 1’écart observé entre
deux valeurs obtenues a partir d’'un méme échantillon, par deux méthodes de dosage

différentes, en passant par une approche graphique.

Plusieurs représentations sont possibles, il est possible de représenter les différences absolues
ou relatives entre les deux méthodes de dosage soit par rapport a I’'une des deux méthodes qui
serait de référence ou « gold standard », soit par rapport a la moyenne des deux méthodes

quand aucune n’est « gold standard ».

Dans notre étude, le choix s’est porté sur la représentation des différences relatives (c’est-a-
dire la différence entre les 2 méthodes par rapport a la moyenne des deux méthodes) en
ordonnée par rapport a la moyenne des deux méthodes en abscisse car aucune des deux

méthodes n’est considérée de référence.
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3.3.1 Tau totale

La figure ci-dessous présente un diagramme de dispersion des différences relatives (DR) de
concentration en Tau totale obtenues par Lumipulse et Innotest (en %) en fonction des
moyennes de ces deux mesures (en ng/L). La ligne continue appelée « mean » correspond a la
moyenne des différences relatives, on 1’appellera aussi « moyenne des DR», tandis que les
lignes en pointillés « +/ - 1,96 SD » appelées limites de concordance, montrent les limites a
+/- 1,96 écart-type (ET) de la moyenne des DR, accompagnées de leur intervalle de confiance
a 95% (signalé sous forme de barre d’erreur). La ligne au niveau 0O représente [’hypothése
d’une concordance parfaite entre les deux techniques. La ligne diagonale en pointillés
représente la régression linéaire entre les différences relatives de concentrations entre les deux

techniques et la moyenne des concentrations.

40 |-
316
i ©
30 |-
T @ - +1.96 SD
B J_ O 25'2
20 | © O
- O O
@@ Ooo °9 °
. (o]
10 _%Oé; ------ B : -
- R O )
O 0.0 O O O ................................ 6’2
_ oS e
o (o]
hi T m ) -1.96 SD
| J_ - -12,7
-20 |-
) _I | | ] ] ]
0 500 1000 1500 2000 2200

Moyenne Tau Lumipulse et Innotest (ng/L)

Figure 26 : Graphique de Bland et Altman : Tau totale.

Données graphiques : moyenne des DR (+/- écart type entre les deux méthodes) : 6,2 % (+/-
9,7%)
Equation de la droite de régression linéaire : y = 9,89 — 0,00617 x
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Ce graphe nous informe que les résultats LUMIPULSE® de Tau totale peuvent étre 12,7%
plus bas ou 25,2% que le résultat INNOTEST®.

La moyenne des DR entre les deux méthodes est faible mais 1’écart est significatif car la ligne
d’égalité n’est pas comprise dans I’IC 95 de la moyenne des DR.

La droite de régression indique que les différences relatives ne seraient pas constantes d’une
extrémité a 1’autre du domaine de mesure, toutefois sa pente reste faible et sa fiabilité peut

étre relativisée car on a peu de points apreés 1000ng/L.

Les points sortant des limites de concordance ont été signalés par un cercle rouge et nommées
par un numéro a 3 chiffres (codification utilisée au laboratoire), les valeurs des dosages en

INNOTEST® et en LUMIPULSE® pour ces points sont indiquées ci-dessous :

N° patient Valeur INNOTEST® | Valeur LUMIPULSE®
(ng/L) (ng/L)
316 299 425
329 448 589
370 419 367

On peut considérer que ces points sont des erreurs aléatoires.
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3.3.2 P-Tau
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Figure 27 : Graphique de Bland et Altman : P-Tau

Données graphiques : moyenne des DR (+/- écart type entre les deux méthodes) : -5,9 % (+/-
21,6%)
Equation de la droite de régression linéaire : y =-33,2302 + 0,3176 x

Pour la P-Tau, la moyenne des DR est faible mais elle représente mal le comportement des
DR d’une extrémité a 1’autre du domaine de mesure. En effet, les DR sont majoritairement
négatives pour des concentrations moyennes < 100 ng/L et majoritairement positives pour des
concentrations moyennes > 100 ng/L. L’information donnée par la moyenne des DR n’est donc
pas exploitable du fait de l’allure de la droite de régression lin€aire et les limites de

concordance s’appliquent mal.
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On note aussi que le point entouré d’un cercle rouge ne suit pas la tendance générale des
autres points, les valeurs du dosage en INNOTEST® et en LUMIPULSE® pour ce point sont

indiquées ci-dessous :

N® patient Valeur INNOTEST® | Valeur LUMIPULSE®
(ng/L) (ng/L)
316 58 76,6

Pour la P-Tau, le nombre d’erreur aléatoire est limité.

De méme, comme on a déja pu le constater sur la droite de régression linéaire de la P-Tau
selon Passing Bablok, on remarque qu’aux alentours de 60 ng/L, il y a des points présentant

des différences relatives positives et d’autres négatives.
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Figure 28 : Graphique de Bland et Altman : AB42

Données graphiques : moyenne des DR (+/- écart type entre les deux méthodes) : -14,65 (+/-
14,3 %)

Equation de la droite de régression linéaire : y =- 22,91 + 0,014 x
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La droite de régression représentant les DR en fonction des concentrations moyennes indique
que les différences sont majoritairement négatives sur toute I’étendue du domaine de mesure.
La fiabilité de la droite de régression est a relativiser car on a peu de points apres 1000 ng/L et

les différences relatives sont dispersées.

Le point sortant des limites de concordance a été signalé par un cercle rouge, les valeurs du

dosage en INNOTEST® et en LUMIPULSE® pour ce point sont indiquées ci-dessous :

N° patient Valeur INNOTEST® | Valeur LUMIPULSE®
(ng/L) (ng/L)
316 513 311
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Figure 29 : Graphique de Bland et Altman : AB40

Données graphiques : moyenne des DR (+/- écart type entre les deux méthodes) : -22,75%
(+/-22,34 %)

Equation de la droite de régression linéaire : y =- 1,16 - 0,00198 x
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Pour I’AB40, il existe une différence systématiquement négative importante avec une part de
proportionnalité apparente, la dispersion des différences est également importante, ces
différences entre les deux techniques ont certainement des causes multiples, parmi lesquelles
intervient le fait que la technique manuelle INNOTEST® pour le dosage d’AB40 est une
technique avec un volume de prise d’essai trés faible (SuL) suivi d’une dilution au 1/100°™,
les résultats qui en découlent sont donc sujet a de plus grandes variations et la rend plus

imprécise que la technique automatisée LUMIPULSE®

Les points sortant des limites de concordance ont été signalés par un cercle rouge, les valeurs

des dosages en INNOTEST® et en LUMIPULSE® pour ces points sont indiquées ci-

dessous :
N° patient Valeur INNOTEST® | Valeur LUMIPULSE®
(ng/L) (ng/L)
367 5700 9020
370 8100 13453

Au total, sur les 4 paramétres évalués nous avons pu constater que les différences relatives
observées entre les deux familles de méthodes variaient d’une extrémité a I’autre du domaine
de mesure, il n’était donc pas raisonnable d’utiliser la moyenne des différences relatives pour
effectuer une translation des seuils de chaque analyte et préférable d’utiliser les équations des

droites de régression selon Passing Bablok.
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3.4 Etude comparative des groupes selon le diagnostic avant PL :

démographie et dosage des marqueurs en LUMIPULSE

Cette étude a été effectuée sur 48 patients pour ne garder que patients appartenant aux groupes
MA /non MA.

- Etude démographique :

Tableau VI : Comparaison de 1'age et du sexe selon diagnostic

Nomb re de Age % femmes
patients
MA 33 66 [63;71] 52%
Non MA 15 67 [60;71] 53%

Il n’y a pas de différence significative d’age (p=0,982, test non paramétrique de Mann

Withney) et de répartition des femmes (p=0,8456, test du Chi?) entre les deux groupes.

- L’étude comparative des concentrations en biomarqueurs selon le diagnostic clinique posé
avant PL en aveugle des biomarqueurs a été réalisée a partir des concentrations mesurées sur

le LUMIPULSE®, les résultats sont présentés sous forme de diagramme en boite.
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e Pour la Tau, il existe une différence significative de concentration en Tau entre les groupes

MA et non MA (p=0,0052 test de Mann Withney)
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Figure 30 : Diagramme en boite : Tau selon MA vs non MA
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e Pour la P-Tau, il existe une différence significative de concentration en P-Tau entre les

groupes MA et non MA (p=0,0056 test de Mann Withney).
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Figure 31 : Diagramme en boite : P-Tau selon MA vs non MA
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e Pour I’AB42, il existe une différence significative de concentration en AP42 entre les

groupes MA et non MA (p=0,0056 test de Mann Withney). (Les points sortants du diagramme

en boite pour le groupe MA > 1,5 x écart interquartile, sont les 327, 428, 374 : dont les

diagnostics finals sont respectivement : MCI, TCM cérébro-vasculaire ?, et dégénérescence

lobaire fronto-temporale)
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Figure 32 : Diagrammes en boite : Ap42 selon MA vs non MA
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e Pour I’AB40, il n’existe pas de différence significative de concentration en APB40 entre les

groupes MA et non MA (p=0,9734, test de Mann Withney).
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Figure 33 : Diagrammes en boite : Ap40 selon MA vs non MA
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3.5 Courbes ROC

Les groupes MA et non MA ont été formés sur la base du diagnostic avant PL qui n’est pas
sujet au biais d’incorporation contrairement au diagnostic apres PL et au diagnostic final (a la
derni¢re visite). Pour rappel, le groupe MA est constitué de 33 patients et le groupe non
MA de 15 patients. La capacité discriminante d’un parametre est évaluable au moyen de la
réalisation de courbes ROC qui est une représentation graphique de la relation entre la
spécificité (abscisse) et la sensibilit¢ (ordonnée) calculées pour toutes les valeurs seuils
possibles. Cette courbe est aussi utile pour la détermination d’une valeur seuil optimale
correspondant au maximum de 1’indice de Youden = Sensibilité + Spécificité — 1 ou au point
le plus ¢loigné de la diagonale représentant un apport nul du test. La sensibilité correspond a
la proportion de vrais positifs chez les malades, il s’agit du rapport des vrais positifs sur la
somme des vrais positifs et des faux négatifs. Enfin, la spécificité correspond a la proportion
de vrais négatifs chez les non malades, il s’agit du rapport des vrais négatifs sur la somme des

vrais négatifs et des faux positifs. (131)
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3.5.1 Tau

L’aire sous la courbe ROC de la protéine Tau est égale a 0,75. La valeur seuil calculée comme
le meilleur compromis entre la sensibilité et la spécificité est de 380 ng/L. La spécificité liée a
ce seuil est de 66,7% et la sensibilité de 75,8%. A 466 ng/L, valeur seuil transposée issue de

I’¢tude de régression selon Passing Bablok, la spécificité est de 66,7% et la sensibilité de

60,6%.

Lumipulse Tau

N 4'_/_,7
08
['380.000 (0.667, 0.758)
0.6 7 466.000 (0.667, 0,606)
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Figure 34 : Courbe ROC de la protéine Tau sur I'automate LUMIPULSE®.

En rouge est indiqué le seuil optimal calculé a partir de l'indice de Youden maximal. La
specificité et la sensibilité pour cette valeur sont indiquées entre parentheses. Le seuil calculé
pour le LUMIPULSE® a partir des seuils INNOTEST® via les droites de régression selon
Passing Bablok a également été positionné sur le graphique avec les spécificité et sensibilité
entre parentheses.
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3.5.2 P-Tau

L’AUC est égale a 0,75. La valeur seuil calculée comme le meilleur compromis entre la
sensibilité et la spécificité est de 63,1 ng/L. La spécificité liée a ce seuil est de 73,3% et la

sensibilité de 69,7%. A 55 ng/L la spécificité est de 66,7% et la sensibilité de 69,7%.

Lumipulse P-Tau
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Figure 35 : Courbe ROC de la P-Tau sur l'automate LUMIPULSE®
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3.53 AB42

L’AUC est égale a 0,75. La valeur seuil calculée comme le meilleur compromis entre la
sensibilité et la spécificité est de 485,5 ng/L. La spécificité liée a ce seuil est de 86,6% et la
sensibilité de 66,7%. A 437 ng/L la spécificité est de 86,7% et la sensibilité de 60,6% et a 635
ng/L la spécificité est de 60% et la sensibilité est de 84,8%.

Lumipulse AB42
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Figure 36 : Courbe ROC du peptide AB42 sur I’automate LUMIPULSE®
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3.5.4 AP40

L’AUC est égale a 0,5. Aucune valeur seuil n’a été calculée pour ce parametre.

Lumipulse AB40
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Figure 37 : Courbe ROC du peptide AB40 sur I'automate LUMIPULSE®



3.5.5 Rapport AB42/AB40

L’AUC est égale a 0,77. La valeur seuil calculée comme le meilleur compromis entre la
sensibilité et la spécificité est de 0,061. La spécificité lice a ce seuil est de 73,3% et la

sensibilité de 78,8%. A 0,057 la spécificité est de 73,3% et la sensibilité de 75,8% .

Lumipulse AB42/AB40
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Figure 38 : Courbe ROC du rapport AB42/Ap40 sur ’automate LUMIPULSE®
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3.5.6 Rapport AB42/P-Tau

L’AUC est égale a 0,79. La valeur seuil calculée comme le meilleur compromis entre la

sensibilité et la spécificité est de 5,069. La spécificité liée a ce seuil est de 93,3% et la

sensibilité de 60,6%. A 9,3 la spécificité est de 73,3% et la sensibilité de 78,8% .

Lumipulse AB42/P-Tau
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Figure 39 : Courbe ROC du rapport AB42/Ap40 sur ’automate LUMIPULSE®

Les AUC sont récapitulées dans le tableau VII et les spécificités (Sp) et sensibilités (Se) pour

les seuils transposés issus de I’étude de régression selon Passing Bablok (PB) et les seuils

obtenus a partir des courbes ROC sont récapitulés dans le tableau VIII.

Tableau VII : Récapitulatif des aires sous la courbe (AUC) pour chaque paramétre

AP42/ AB42/
Tau P-Tau Ap42 AP40 AB40 P-Tau
AUC 0,75 0,75 0,75 0,50 0,77 0,79
(IC95) | (0,60;0,91) | (0,60;0,91) | (0,59;0,92) | (0,31;0,68) | (0,61 ;0,92) | (0,64 ; 0,93)
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Tableau VIII : Récapitulatif des Sp et Se pour les seuils transposés issus de I’étude de

régression selon Passing Bablok (PB) et les seuils obtenus a partir des courbes ROC

Tau P-Tau ApB42 APB42/AB40 | AP42/P-Tau
Seuils
transposés selon 466 55 437 - 635* 0,057 9,3
PB (ng/L)
86,7 /60,6
0 0 9 )

Sp (%) /Se (%) 66,7/ 60,6 66,7 /69,7 %60,0 / 84.8 73,3/75,8 73,3/78,8
Seuils courbes 380 63,1 485,5 0,061 5,07
ROC (ng/L)

Sp (%) /Se (%) 66,7/75,8 73,3/69,7 86,7 /66,7 73,3/78,8 93,3/60,6

Dans le cas d’un test parfait, la sensibilité, la spécificité et I’AUC sont égales a 1. Lorsque
L’AUC est comprise entre 0,7 et 0,9, le test est moyennement informatif, entre 0,5 et 0,7 il est
peu informatif et quand I’AUC = 0,5 ’apport du test est nul (131).

Les tests Tau, P-Tau, AP42 sont donc classables comme moyennement informatifs sur le

groupe ¢étudié, de méme que les ratios AB42/AB40 et Ap42/P-Tau.

A titre informatif, nous avions tout de méme calculé les AUC des courbes ROC effectuées a
partir du diagnostic aprés PL (Tableau IX). On note ainsi, que le biais d’incorporation des
marqueurs biologiques est majeur car on observe une nette augmentation des AUC de tous les

parametres.

Tableau IX : Récapitulatif des aires sous la courbe des courbes ROC effectuées a partir du

diagnostic apres PL.

Pour le AB42 /
diagnostic Tau P-Tau ApB42 ApB40 AB42/AB40
P-Tau
post-PL
AUC 0,98 0,96 0,83 0,62 0,94 0,97
[IC95] [0,95;1,00] | [0,91;1,00] | [0,70:;0,95] | [0,45:0,79] | [0,87 ;1,00] | [0,92 ;1,00]
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L’¢tude de réévaluation des seuils par les courbes ROC a été effectuée sur une petite
population, on sait aussi que le diagnostic clinique avant PL basé uniquement sur les critéres
de diagnostic clinique de la MA manque de spécificité car les TCM sont des maladies
complexes, dont les profils se chevauchent. Etant donné I’allure générale des courbes ROC, a
priori ces seuils optimaux calculés a partir des indices de Youden n’ont pas la meilleure
robustesse et ne semblent pas supérieurs a 1’autre approche qui consistant a définir les
nouveaux seuils par transposition des seuils INNOTEST® via 1I’équation des droites de

régression selon Passing Bablok.

Nous comparerons toutefois les deux approches de réévaluation des seuils dans 1’étude de

concordance par le test Kappa de Cohen.
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3.6 Etude de concordance

3.6.1 Test Kappa selon Cohen

Afin de déterminer 1’accord de classification des patients entre les deux méthodes
INNOTEST® et LUMIPULSE®, chaque variable quantitative a été transformée en une
variable qualitative a deux ou trois classes : test négatif, positif et en zone grise quand elle
existe. Ces classes ont été construites en prenant en compte les valeurs seuils de chaque
méthode. L’étude de concordance par le test de Kappa selon Cohen a été effectuée a partir des
valeurs seuils calculées a 1’aide des droites de régression linéaire selon Passing Bablok a
partir des seuils INNOTEST® et aussi a partir des valeurs seuils obtenues a partir des courbes
ROC, afin de comparer quelle approche posséde la meilleure concordance avec la technique

INNOTEST®.

Dans un premier temps, 1’étude du test Kappa selon Cohen est menée avec le premier jeu de
valeurs seuils LUMIPULSE®, obtenu a partir de la translation des seuils INNOTEST® via

les droites de régression linéaire, reporté dans le tableau suivant :

Tableau X : Valeurs seuils des méthodes INNOTEST® et LUMIPULSE® (selon Passing

Bablok (PB)) et variables qualitatives « négatif / positif » associées

AB42/
Ap42 Tau P-Tau |Ap42/Ap40 P-Tau
Seuils
INNOTEST® | 500 - 700 450 60 0,055 9
(ng/L)
IT Positif <500 > 450 > 60 <0,055 <9
IT Négatif > 700 < 450 <60 > 0,055 >9
Seuils
LUMIPULSE® | 437 - 635 466 55 0,057 9,3
PB (ng/L)
LP Positif <437 > 466 > 55 < 0,057 <93
LP Négatif > 635 < 466 <55 > 0,057 >93

Pour I’AP42, une zone grise est définie pour des concentrations entre 500 et 700 ng/L en

INNOTEST® et entre 437 et 635 ng/L en LUMIPULSE®.
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Tableau XI : Concordance de classification entre LUMIPULSE® (selon Passing Bablok) et
INNOTEST® pour Tau, P-Tau, Ap42/AB40 et AB42/P-Tau

at+d
Le pourcentage de concordance a été calculé comme ceci - a+b+c+d

Pourcentage
de Kappa (IC95)
LUMIPULSE® concordance
INNOTEST® Négatif Positif
Tau
Négatif 26 (49%)* 2 (3,8%)b 96,29 0,925
e ¢ d #7%1(0,822 ; 1,000)
Positif 0 (0%) 25 (47,2%)
P-Tau
Négatif 19 (358%)  1(1,9%) 92.4% 0,842
Positif 3(57%) 30 (56,6%) (0,645 ; 0,990)
AB42/AB40
Négatif 18 (33,9%) 3 (5,7%) 88.7% 0,763
Positif 3(5,7%) 29 (54,7%) (0,585 ;0,941)
AP42/P-Tau
Négatif 19 (358%)  2(3,8%)
94,3% 0 75068811000
0 0 N
Positif 1(1,9%)  31(58,5%) (0,750 ; 1,000)

Tableau XII : Concordance de classification entre LUMIPULSE® (selon Passing Bablok) et
INNOTEST® pour AB42

Le pourcentage de concordance a été calculé comme ceci : — a+b+ci:i:if+g i
LUMIPULSE® Pourzeentage Kappa (IC95)
INNOTEST® Négatif Zone grise Positif concordance
AB42
Négatif| 14 (264%)* 2 (3.8%) 0°
Zone grise| 2(3,8%)° 10 (18,9%)d 3 (5,6%)° 84,90% (0,5;);7;%){905)
Positif| 0" 1(1.9%)° 21 (39,6%)"
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Un coefficient de Kappa entre 0,6 — 0,8 signale un accord fort entre les deux méthodes et
entre 0,81-1,00: un accord trés fort. On constate un accord fort pour AP42 et le ratio
AB42/AB40 et un accord trés fort pour Tau, P-Tau et le ratio AP42/P-Tau entre les deux
méthodes lorsque les valeurs seuils choisies pour LUMIPULSE® sont celles obtenues a partir

des droites de régression linéaire selon Passing Bablok.
Le test est répété avec le second jeu de valeurs seuils obtenu par 1’étude des courbes ROC.

Tableau XIII : Valeurs seuils des méthodes INNOTEST® et LUMIPULSE® (selon courbes

ROC) et variables qualitatives « négatif / positif » associées

AP42/
Ap42 Tau P-Tau |Ap42/Ap40 P-Tau
Seuils
INNOTEST® 700 450 60 0,055 9
(ng/L)
IT Positif <700 > 450 > 60 <0,055 <9
IT Négatif > 700 <450 <60 > (0,055 >9
Seuils
LUMIPULSE® 485 380 63,1 0,061 5,07
ROC (ng/L)
LP Positif <485 > 380 > 63,1 <0,057 <35,07
LP Négatif > 485 <380 <63,1 > 0,057 > 5,07

Le seuil INNOTEST® de 700 ng/L a été retenu pour AB42.
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Tableau XIV : Concordance de classification entre LUMIPULSE® (selon Passing Bablok) et

INNOTEST® pour Tau, P-Tau, Ap42/AB40 et AB42/P-Tau

LUMIPULSE® Pourcentage de | Kappa (IC95)
p pp
, . .. concordance
INNOTEST® Négatif Positif
Tau
Négatif 19 (35,8%) 9 (17%) £3.0% 0,666
Positif ’ (0,478 ; 0,853)
0 (0%) 25 (47,2%)
P-Tau
Négatif 19 (35,8%) 1(1,9%) 8.7% 0,768
Positif 5(9,5%) 28 (52,8%) (0,596 ; 0,941)
AP42/AB40
Négatif 17 (32%) 4 (7,6%) 6.8% 0722
Positif 3 (5,7%) 29 (54,7%) (0,530; 0,913 )
APB42/P-Tau
Négatif 20 (37,8%) 1(1,9%) 0.735
86,8% 0,555 : 0,915
Positif 6 (11,3%) 26 (49%) (0,555 0,915)
AP42
Négatif 16 (30,2%) 0 (%) . 0,588
Positif 11 (20,8%) 26 (49 %) (0,390 ; 0,785)

Avec le second jeu de valeurs seuils LUMIPULSE® obtenu a partir de 1’étude des courbes
ROC, On constate un accord fort pour Tau, P-Tau, AB42/AB40 et le ratio AB42/P-Tau et un
accord modéré pour APB42 entre les deux méthodes. Les discordances entre les deux méthodes
sont plus nombreuses que pour les valeurs seuils LUMIPULSE® (selon Passing Bablok), de
plus les coefficients de Kappa et les pourcentages de concordance sont moins bons pour tous

les parametres.

Ces résultats confirment que les valeurs seuils obtenues a partir des courbes ROC ne sont pas

optimales. La trés bonne concordance observée entre les 2 méthodes avec les valeurs seuils
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obtenues a partir de la translation des seuils INNOTEST® via les droites de régression

linéaire rend imaginable 1’utilisation ultérieure de ces seuils.

L’analyse a été poussée plus en détail concernant les discordances observées entre
LUMIPULSE® (seuils selon Passing Bablok) et INNOTEST® (seuils actuels) (tableaux XI et
XI1I).

Les discordances observées, peu nombreuses, sont analysées ci-dessous au cas par cas.

Tau :
- 2 cas positifs (pathologiques) selon LUMIPULSE® (LP) mais négatifs selon
INNOTEST® (IT) :

329 : diagnostic initial : psychiatrique + iatrogénie +/- MA, finalement aprés PL +
suivi a 2 ans et demi : diagnostic en faveur d’une MA.

338 : diagnostic initial et apres PL : psychiatrique.

1 discordance de classification sur 2 est en faveur du LUMIPULSE®.

P-Tau :

- 1 cas positif (pathologique) selon LP mais négatif selon IT :

316 : diagnostic initial et final (suivi a 3ans) : MA avec génétique +.

- 3 cas négatifs selon LP mais positifs selon IT:

323 : diagnostic initial : MA associée a un TCM cérébro-vasculaire, diagnostic apres
PL : TCM cérébro-vasculaire.

370 : diagnostic initial et final : psychiatrique, suivi clinique a 7ans confirmant cette
hypothese.

374 : diagnostic initial de MA, changement diagnostic apres PL : hypothése toxique,
finalement réévaluation a lan en faveur d’une dégénérescence lobaire fronto-

temporale.

Les 4 discordances de classification concernant la P-Tau entre les deux techniques, lorsqu’on

les confronte aux données cliniques sont en faveur du LUMIPULSE®.
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AB42 :

2 cas négatifs (non pathologiques) selon LP en zone grise selon IT :

371 : diagnostic initial non MA : paraparésie spastique mais diagnostic final de
paraparésie spastique et MA.

423 : diagnostic initial de MA, le diagnostic est remis en cause en 2019, car le patient
présente une clinique assez stable

2 cas en zones grises selon LP. négatifs selon IT :

340 : diagnostic initial et final (suivi a 4ans) non MA : retard mental.
434 : diagnostic initial de MA et diagnostic final (suivi a 4ans, mutation APP et PSEN
négatives) évoquant une paraparésie spastique

1 cas en zone grise selon LP, positif (pathologique) selon IT :

315 : diagnostic initial et final (suivi a 3ans) de MA

Discordances majoritairement en faveur de 'INNOTEST®.

3 cas positifs (pathologiques) selon LP en zone grise selon IT :

326 : diagnostic initial psychiatrique, diagnostic final (suivi a deux ans) de
dégénérescence lobaire fronto-temporale.

369 : diagnostic initial de TCM mixte : MA + vasculaire, diagnostic final : TCM
cérébro-vasculaire + angiopathie amyloide.

426 : diagnostic initial et final de MA.

2/3 des discordances en faveur de 'INNOTEST®

AB42/AB40 :

3 cas positifs (pathologiques) selon LP mais négatifs selon IT :

403 : diagnostic initial et final de MA confirmé par suivi clinique de plus de 3 ans.
367 : diagnostic initial et aprés PL de MA, pas de suivi clinique.
370 : diagnostic initial et final : psychiatrique, suivi clinique a 7ans confirmant cette

hypothese.

2/3 des discordances de classification sont en faveur du LUMIPULSE®.

3 cas négatifs selon LP mais positifs (pathologiques) selon IT :

362 : diagnostic initial de MA, apres PL : dégénérescence cortico basale et diagnostic

final apres suivi clinique a 3ans : MCL.
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432 : diagnostic initial : psychiatrique, diagnostic final aprés suivi clinique a 3ans :
MA + psy.

441 : diagnostic initial et final psychiatrique, suivi clinique a 7ans.

2/3 des discordances de classification sont en faveur du LUMIPULSE®.

Ap42/P-Tau :

- 2 cas positifs (pathologiques) selon LP mais négatifs selon IT :

330 : diagnostic initial de MA, diagnostic final apres suivi clinique a Sans, MCL
retenue.
403 : diagnostic initial et final de MA confirmé par suivi clinique de plus de 3 ans.

- 1 cas négatif LP mais positif selon IT :

370 : diagnostic initial et final avec suivi clinique a plus de 3 ans : psychiatrique.
2/3 des discordances de classification en faveur du LUMIPULSE®.

Nous observons qu’aucun patient n’est impacté sur plusieurs parameétres en méme temps, la
majorité des cas discordants en parametres individuels ne sont pas discordants en ratio. Les

discordances sont distribuées de maniére aléatoire.

D’une fagon générale, la majorité des discordances entre les deux techniques sont observées

lorsque les résultats sont proches des valeurs seuils.
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IV. Discussion

L’objectif de ce travail était d’effectuer une validation de méthode des dosages des
biomarqueurs Tau, p-Tau, AP42 et AB40 dans le LCS sur I’automate LUMIPULSE® G60011,
validation comprenant une vérification des performances analytiques, une comparaison de la
méthode automatisée a la méthode manuelle INNOTEST® et parce que cela était nécessaire,

une réévaluation des valeurs seuils en faveur du diagnostic de la MA.

Vérification analytique des dosages sur LUMIPULSE®

Les CV de répétabilité établis au cours de ce travail pour le laboratoire ont été obtenus a partir
de 10 passages consécutifs des CIQ pour chacun des biomarqueurs, sur 2 niveaux pour Tau et
P-Tau et sur 3 niveaux pour AB42 et AB40, ils sont < 1,73 % pour Tau, < 2,80 % pour P-Tau,
< 1,16 % pour AP42 et < 1,26 % pour AB40.

Les CV du laboratoire sont inférieurs aux CV fournisseur pour Tau, P-Tau et AB40. Seuls les
niveaux 2 et 3 d’Ap42 sont supérieurs aux CV fournisseur mais ils sont concordants avec les
données de la littérature ou des CV de 1,94% et 2,84% sont retrouvés respectivement pour les
niveaux 2 et 3 d’AP42 (128). On peut noter que les recommandations de la SFBC et la
biological variation database (hébergée sur le site de Westgard ou le site de I’EFLM
(European federation of clinical chemistry and laboratory medecine)) n’intégrent pas a ce jour
de recommandations pour ces biomarqueurs.

L’étude de répétabilité montre des performances conformes aux attentes du laboratoire pour

les 4 biomarqueurs.

Les CV de reproductibilité ont été obtenus a partir de 10 passages des CIQ sur 10 jours
différents avec le méme opérateur pour chacun des biomarqueurs, sur 2 niveaux pour Tau et
P-Tau et sur 3 niveaux pour AB42 et AB40, ils sont < 5,07 % pour Tau, < 2,61 % pour P-Tau,
< 3,95 % pour AP42 et < 5,05 % pour APB40. Les CV obtenus sont supérieurs a ceux du
fournisseur sauf pour la P-Tau. Faute de recommandations des sociétés savantes sur les CV de
reproductibilité souhaitables pour ces marqueurs, nous avons vérifi¢ que ces CV de
reproductibilité intra-laboratoire restaient bien inférieurs aux CV inter-laboratoires constatés

dans les programmes de qualité externe (tableau XV) et nous les avons comparés a ceux des
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¢tudes récemment publiées sur le sujet ou I’on retrouve des CV < 5% pour Tau, < 6,2% pour
AP42 et <5,5% pour AB40 (128,129,132,133).

A I’issue de I’étude de reproductibilité, nous avons conclu que la méthode était conforme aux
attentes du laboratoire.

Par rapport a la méthode INNOTEST®, les CV de reproductibilit¢ du LUMIPULSE® sont
comparables aux CV INNOTEST® calculés au laboratoire a partir des EEQ longitudinaux
(sur un niveau et 9 passages, AP42=6,6%, Tau=6,4% et P-Tau= 3,5%) et ils sont meilleurs
que les CV INNOTEST® retrouvés dans la littérature, aux alentours de 10% pour chacun des
biomarqueurs (134), ce qui souligne 'intérét de ’automatisation qui s’affranchit de la
variabilité engendrée par les étapes manuelles de pipetage, agitation et lavages.

Au-dela de nos propres résultats, nous avons é€galement observé les performances de la
méthode LUMIPULSE® par rapport a ses concurrentes (INNOTEST® et les autres) par
I’interface offerte par le programme de contrdle de qualité externe (EEQ) suédois organisé et
promu par Alzheimer’s Association Quality Control (AAQC) depuis 2009, regroupant des
résultats de laboratoires adhérents du monde entier (90 participants) utilisant la plupart des
méthodes dédiées a la recherche ou au diagnostic disponibles sur le marché mondial. Les EEQ
permettent de calculer la variabilité inter-laboratoires pour chaque technique. Les résultats

d’un des controles de qualité externe de I’année 2019 sont répertoriés dans le tableau XV:

Tableau XV : CV interlaboratoires (%) du controle de qualité externe 29A - année 2019 du

programme Alzheimer's association

INNOTEST | LUMIPULSE | ELECSYS | MSD | EUROIMMUN IBL
CV % (n) CV%Mm | CV%Mm |CV%m) | CV%(n) CV % (n)
Tau 15 (48) 9,7 (27) 5,8 (10) 22 (4)
P-Tau 11 (55) 7,5 (24) 3,2 (10) 12 (4)
Ap42 15 (46) 8,3 (28) 3(10) 24 (4) 5,8 (4) 1,1 (3)
Ap40 18 (19) 7,8 (21) 15 (3) 15 (4)
AB42/AB40| 27 (14) 52 15 (4) 2,6 (3) 19 (3)

On peut noter qu’il y a une nette amélioration du CV inter-laboratoires de tous les
biomarqueurs lorsque I’on passe de la technique manuelle INNOTEST® a la technique
automatisée LUMIPULSE® et particuliecrement pour I’AB40 et le ratio AP42/AB40.

Globalement, on observe que les CV différent grandement d’une technique et d’un marqueur
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a l’autre, par exemple pour 1’AB42, le CV varie d’un étonnant 1,1% (IBL) a 22 % (MSD®).
On peut remarquer les bonnes performances de 1’autre technique automatisée présente dans le
tableau, la technique ELECSYS® commercialisée par ROCHE, la plus récemment arrivée sur
le marché (qui ne propose pas a ce jour de dosage pour APB40). Les utilisateurs de cette
technique sont peu nombreux, mais actuellement on observe une transition des utilisateurs des
techniques manuelles vers des techniques automatisées, ce qui permettra d’obtenir des
données statistiques plus robustes dans quelques mois.

Les méthodes automatisées semblent a méme de réduire la variabilité inter-laboratoires ce qui
est souhaitable pour aboutir & des recommandations plus fiables sur [’utilisation des
biomarqueurs, étendre leur utilisation dans la pratique clinique, faciliter la collaboration des
centres de recherche et accroitre la pertinence des études multicentriques. Un travail
considérable a déja été effectué¢ notamment avec le programme de contrdles de qualité externe
construit par ’AAQC, méme si cet organisme fournit des informations purement descriptives
et n’émet aucune recommandation pour améliorer les variations inter-laboratoires. Le
développement de matériels de référence certifiés, supervis¢é par I'IFCC (International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) est en cours, des CRM sont
produits pour I’AB42 depuis 2018 mais ne sont pas encore disponibles pour les autres

biomarqueurs.

Comparaison LUMIPULSE® / INNOTEST®

L’¢tude de corrélation menée sur les échantillons de 53 sujets ayant bénéfici¢ de dosages au
laboratoire entre 2012 et 2013 montre que les biomarqueurs : AB42, Tau, P-Tau et les ratios
AB42/AB40 et AP42/P-Tau évalués en LUMIPULSE® sont trés bien corrélés a
IPINNOTEST®, les coefficients de corrélation de Pearson r pour AB42, Tau, P-Tau,
AB42/AB40 et AP42/P-Tau sont respectivement de 0,95, 0,988, 0,98, 0,84 et 0,95. L’ AB40 est
quant a elle corrélée de facon modérée mais satisfaisante, avec r = 0,77. On sait que pour ce
dosage la technique manuelle est moyennement performante, en effet, des repasses de dosages
que I’on a été amené a effectuer par le passé I’ont prouvé (résultats non montrés). D’autres
¢tudes ont évalué la corrélation des biomarqueurs entre les deux méthodes (128,129,132,135)
INNOTEST® et LUMIPULSE®), elles ont trouvé que les deux familles de techniques étaient
tres bien corrélées, les coefficients de corrélation varient de 0,83 a 0,98 selon le biomarqueur

et selon I’étude. Concernant la P-Tau, nos résultats sont particuliérement en accord avec ceux
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de I’é¢tude de Leitao et al, de novembre 2019 (128), en effet, I’allure globale de la régression
linéaire est la méme, une sous-évaluation de la P-Tau en LUMIPULSE® est constatée pour
des concentrations inférieures a 40ng/L et une surévaluation pour les concentrations
supérieures a 40 ng/L (dans notre ¢étude la valeur pivot est de 75ng/L). Le méme type de
différence est également constatée dans un travail de thése mené au CHU de Lille, avec une
valeur pivot a 50 ng/L, cette fois ci (133). Enfin, dans 1’étude de Bayart ef a/ de mai 2019 les
différences observées pour la P-Tau sont moins nettement prononcées et la droite de
régression linéaire croise I’axe x=y plutot aux alentours de 85 ng/L (132). Curieusement, la
différence systématiquement observée pour la P-Tau n’est pas retrouvée dans 1’étude de
comparaison effectuée par FUJIIREBIO (136). Concernant 1’AB42, nous avons observé une
sous-évaluation systématique de I’AB42 du LUMIPULSE® par rapport a PINNOTEST®, ce
constat est également en accord avec I’étude de Leitao ef al et I’étude de Bayart et al
(128,132). D’autres études (129,137) y compris celle du fournisseur, retrouvaient une
surévaluation systématique de I’AP42 en LUMIPULSE® par rapport au dosage en
INNOTEST®, mais ces comparaisons avaient ¢té effectuées avec I’AB42 LUMIPULSE® de
1% génération non standardisée sur les CRM d’ou ces différences de résultats. Nous
constatons également I’existence d’une sous-évaluation systématique et proportionnelle a
partir de 3000 ng/L entre INNOTEST® et LUMIPULSE® pour 1’AB40. Nous avons peu de
données de comparaison pour ce parameétre, dans I’étude de Leitao et al, on observe une
discréte augmentation d’AB40 pour des valeurs inférieures a 7500 ng/L et une discréte
diminution d’AB40 pour des concentrations supérieures a 7500 ng/L. Enfin, pour la Tau, nous
avons montré qu’il n’y avait pas de différence systématique significative entre les deux

techniques et ces résultats sont aussi comparables a 1’étude de Leitao ef al.

La comparaison des techniques par la méthode de Bland et Altman retrouvait une moyenne
des différences relatives (DR) de 6,2% pour Tau, - 5,9 % pour P-Tau, - 14,7 % pour APB42 et
- 22,8 % pour AP40, toutefois I'importance de ces résultats est a relativiser car on a pu
constater que la moyenne des DR représentait parfois mal le comportement des DR d’une
extrémité a ’autre du domaine de mesure et c’est notamment le cas pour la P-Tau. Par
ailleurs, les représentations graphiques de Bland et Altman confirment I’existence de
différences entre les deux méthodes pour P-Tau, AB42 et AB40, différences déja suspectées
lors des études de corrélation. Ces différences observées entre les deux familles de méthodes
impliquent la nécessité de redéfinir de nouveaux seuils de décision cliniques pour la technique

automatisée LUMIPULSE®.
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Réévaluation des valeurs seuils en faveur du diagnostic de MA :

Il n’existe pas de consensus francais, européen ou international robuste sur les valeurs seuils
de décision clinique ou sur des limites de référence pour les biomarqueurs de la maladie
d’Alzheimer dans le LCS. En effet, les cut off difféerent grandement d’une étude a I’autre, ce
qui est un frein a la mutualisation des données ou a 1’échange des données d’un centre a
I’autre. Ces résultats peuvent s’expliquer par des différences dans la sélection des patients et
leurs caractéristiques démographiques (par exemple 1’age et le génotype) et notamment dans
le choix des sujets controles. Les procédures diagnostiques varient ¢galement d’une étude a
I’autre, ainsi que les étapes pré-analytiques et les méthodes analytiques des dosages. On peut
aussi observer cette variabilité sur les cut-off calculés dans les ¢études effectuées sur le
LUMIPULSE®. Pour I’AB42 le seuil fluctue de 437 a 615 ng/L, pour la P-Tau, de 50,6 a 73
ng/L, pour la Tau de 335 a 525 ng/L et enfin pour le ratio AB42/Ap40 de 0,056 a 0,069
(125,128,132,133) (Tableau XVI). Par ailleurs, le fournisseur a défini des valeurs usuelles
pour les biomarqueurs du LCS dans une étude menée sur 121 sujets sains obtenues par les
10°™ et 90°™ percentiles des concentrations en biomarqueurs dans le LCS de cette
population. Toutefois, nous ne disposons pas des données démographiques de la population
(age, sexe), ni des données pré-analytiques complétes telles que le nombre de cycles de
décongélation (seuls les tubes utilisés étaient mentionnés). Au total, il est délicat de
s’approprier ces valeurs usuelles, ce qui nous a confort¢ dans la décision de définir nos
propres valeurs usuelles ou valeurs seuils de décision clinique adaptées a nos conditions de
travail au laboratoire et a notre patientéle. Ainsi, deux approches ont été étudiées. La premiére
consistait a translater les valeurs usuelles de la méthode manuelle INNOTEST® actuellement
utilisées via les droites de régression linéaire selon Passing Bablok. La seconde consistait a
réaliser des courbes ROC a partir des groupes de diagnostics cliniques avant PL : MA vs non
MA et d’en déduire des seuils de décision clinique. La moyenne des DR calculée par la
méthode de Bland et Altman n’était pas une option a envisager pour la définition des
nouveaux seuils car nous avions constaté que les DR variaient d’un bout a ’autre du domaine

de mesure. Le Tableau XVI récapitule les résultats de notre travail.

113



Tableau XVI : Récapitulatif des seuils des biomarqueurs de la MA dans le LCS dosés en

LUMIPULSE®
Ap42/
Tau P-Tau Ap42 AB42/AB40 P-Tau
Leitao et al (128) 335 50,6 543 X X
Bayart e al (132) 381 X 437 X X
Fujirebio (124,125)
(Valeurs usuelles/seuils de | 410/404 59/56,5 725/599 10,068/0,069 8,1%
décision clinique*)
Etude CHU de Lille 595 73 615 0,056 X
(133)
Notre étude CHU de
Rouen
Translation v.u IT selon 466 33 437-635 0,057 9,3
Passing Bablok
Notre étude CHU de
Rouen 380 63,1 485.,5 0,061 5,1
Seuils courbes ROC

o Disposant de deux séries de valeurs seuils déterminées sur notre population par deux
approches différentes (transposition et courbes ROC), nous avons poursuivi 1’étude pour
choisir la série la plus pertinente. Nous avons testé la concordance clinique des dosages en
LUMIPULSE® vs INNOTEST® avec chacune des séries de seuils LUMIPULSE® par le test
Kappa selon Cohen et le calcul d’un pourcentage de concordance. Nous avons constaté que
les coefficients de Kappa et le pourcentage de concordance entre les méthodes INNOTEST®
et LUMIPULSE® ¢taient plus faibles avec les seuils obtenus par 1’étude des courbes ROC, ce
que ’allure des courbes ROC pouvait laisser présager. Les coefficients de Kappa calculés en
choisissant les seuils translatés étaient meilleurs pour Tau, P-Tau et les ratios Ap42/Ap40 et
AB42/P-Tau (respectivement de 0,93, 0,84, 0,76 et 0,88). Les pourcentages de concordance
entre les deux méthodes > 88,7 %, révélaient une trés forte concordance clinique entre les

deux méthodes aux seuils choisis. On peut noter que les discordances observées entre les deux
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techniques étaient majoritairement constatées lorsque les résultats étaient proches des valeurs
seuils et la plupart du temps en faveur du LUMIPULSE®. En ce qui concerne I’AB42, le
coefficient de Kappa était de 0,721 et le pourcentage de concordance de 84,9%, ces résultats
sont un peu moins bons que pour les précédents biomarqueurs, mais peuvent s’expliquer par
le fait que nous avons introduit une classe supplémentaire dite de zone grise pour ce
parametre dans le calcul des paramétres statistiques. Ces résultats révelent tout de méme une
forte concordance des deux techniques pour ce parameétre. Au total, ces résultats rendent
possible ['utilisation des valeurs transposées a partir des valeurs usuelles actuellement
utilisées en INNOTEST® qui finalement sont considérées comme des seuils décisionnels car
elles sont comparables aux seuils de décision clinique retrouvés dans la littérature pour cette
technique (80) et parce qu’elles fonctionnent bien comme seuils de décision clinique dans la
pratique au laboratoire. Etonnement, on peut constater que malgré la standardisation de
I’AB42 par le CRM mis a disposition par I'I[FCC, la variabilit¢ des cut off pour ce
biomarqueur reste importante. L[’harmonisation des procédures pré-analytiques, des
méthodologies d’évaluation des seuils et I’augmentation de la taille des populations étudiées
permettraient sans doute de les faire converger. Les cut off, les sensibilités, spécificités, les
valeurs prédictives positives et les valeurs prédictives négatives pour les seuils transposés que
nous avons choisi d’adopter pour la mise en production de ’automate ont été calculées a

partir des diagnostics initiaux avant PL (courbes ROC) et sont récapitulées en annexe 8.

Organisation des dosages, place de ’Ap40 et question des zones d’incertitude

Le passage a une méthode de dosage automatisée est I’occasion de faire évoluer la stratégie de
dosage des biomarqueurs. En méthode manuelle chaque biomarqueur était dosé en série
individuelle réalisée toutes les 4 semaines en moyenne, au total deux jours étaient nécessaires
pour effectuer le techniquage complet des 3 types de biomarqueurs (AB42, Tau et P-Tau). Les
séries de dosage avaient un format rigide (16 patients nécessaires pour programmer les
séries). Le délai de rendu des résultats était parfois long (de 15j jusqu’a 2 mois et demi en
¢té¢). Le dosage de I’AP40 lui, était effectué¢ a posteriori pour quelques cas choisis en
concertation avec les cliniciens et le rendu du résultat pour ce marqueur était décalé dans le
temps. Avec le LUMIPULSE® nous avons la possibilité¢ de doser les 3 ou 4 biomarqueurs a
partir d’un seul échantillon de LCS en moins d’une journée, permettant des sessions de

dosages plus fréquentes. Le format des séries de patients est libre (et économiquement
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acceptable quand n > 7). L’automatisation permet également d’intégrer plus facilement le
dosage de I’AB40 dans la pratique, ce qui nous incite a réfléchir de nouveau sur la place du
dosage d’AB40.

La pertinence du ratio AP42/AP40 suscite beaucoup d’attention et d’observations depuis
quelques années. Plusieurs études ont montré que I’intégration du ratio permettait de diminuer
significativement le nombre de profils discordants (c’est-a-dire présentant un ou deux
marqueurs normaux en méme temps qu’un ou deux marqueurs pathologiques) (68,111,138—
140), pour deux raisons, tout d’abord parce qu’il permettrait de minimiser les biais liés aux
facteurs pré-analytiques par compensation des variations de concentrations d’Ap dues au
phénomene d’adsorption dans les tubes (141) mais aussi parce qu’il informe sur le niveau de
synthése global de peptides amyloides qui différe d’un sujet a 1’autre, ce qui permet de
prévenir les erreurs d’interprétations de la concentration en AB42 chez les patients présentant
constitutionnellement des concentrations ¢élevées ou faibles de peptides AP totaux (142).
Certaines ¢tudes suggerent que les performances diagnostiques du ratio par rapport a Ap42
seule seraient meilleures pour distinguer les patients MA et MCI des patients témoins
(128,143,144) mais elles sont nuancées par d’autres études (69,70,145) et par nos propres
résultats.

Par ailleurs, le ratio montrerait une meilleure concordance avec le PET amyloide qu’AB42

seule (63,146).

Apport du ratio AB42/AB40 dans les diagnostics différentiels :

Les TCM sont des maladies complexes, dont les profils se chevauchent, ce qui diminue les
performances diagnostiques des biomarqueurs et rend le diagnostic différentiel difficile.
L’¢étude de Slaets et al, dont les diagnostics ont été confirmés par autopsie montre que 1’ajout
du ratio AP42/AB40 au panel existant (AP42 et P-Tau) peut améliorer la précision du
diagnostic différentiel de la MA (TCM cérébro-vasculaire, DFT, DCL) lorsque la
concentration en P-Tau est intermédiaire (49,3 — 87,6 ng/L) (70). Dans I’étude de Nutu et al,
le ratio AP42/Ap40 améliore la différentiation des patients atteints de MA de ceux atteints de
la maladie de Parkinson et de MCL par rapport au peptide AB42 seul (147). D’autres études
admettent que 1’utilisation du ratio AB42/AB40 au lieu d’AP42 est une valeur ajoutée dans la
précision du diagnostic différentiel (148—151). Une étude contraste ces propos et montre que
I’incorporation d’AB40 aux principaux marqueurs du LCS (AB42, Tau et P-Tau) n’apporte

aucune valeur ajoutée dans la distinction des patients MA, des patients DFT (69).
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Intérét pronostic du ratio AB42/AB40 :

Hansson et al rapportent que [’utilisation du ratio AB42/40 serait avantageuse, chez les
patients MCI pour prédire le déclin et la progression vers le stade de TCM lorsqu’il est intégré

au panel de biomarqueurs existant.

Au total, on remarque qu’actuellement il y a un fort engouement pour 1’utilisation du ratio
AB42/AP40 dans la littérature, bien que quelques études viennent tempérer cette tendance.
Concernant I’intérét de doser I’AB40 de facon systématique ou uniquement en cas de profils
discordants, la littérature reste partagée. Notons que le nombre de cas discordants est
d’environ de 20 a 30% selon les études mais il faut signaler que la définition des profils
discordants différe d’une étude a ’autre.
L’avantage de doser I’AP40 de facon systématique est d’éviter un délai d’attente
supplémentaire pour statuer sur les diagnostics clinico-biologiques des patients.
L’inconvénient du dosage systématique est tout d’abord financier, I’inclusion d’AB40
augmentant le cout des analyses d’environ 50 euros. Parfois, il pourrait également brouiller le
tableau biologique au lieu de le simplifier, par exemple, lorsqu’il est en zone grise ou qu’il
brouille une situation ou le profil des 3 biomarqueurs n’était pas équivoque. Dans notre étude,
ou le dosage de I’AB40 a été effectué en systématique, I’AUC de I’AP42 était de 0,75 et celle
du ratio AB42/AB40 de 0,77, il n’y a pas de différence significative entre les deux parameétres
et ce résultat est en accord avec d’autres études (69,70,145).
Il faut ajouter que la commercialisation du dosage d’AB40 est plus récente (2011) que les 3
autres biomarqueurs, nous avons moins de recul sur la pertinence de ce paramétre qui était
dosé jusqu’alors dans de rares situations. Les performances de ce dosage étaient moyennes en
technique manuelle, ce qui était un frein a 1’intégration du dosage d’AP40 de facon plus
importante. L’automatisation est I’occasion d’espérer un rendu plus fiable de ce parameétre et
nous I’avons constaté avec nos résultats de CV de répétabilité et de reproductibilité bas.
Au CHU de Rouen, si nous écartons 1’hypothése d’un dosage systématique de 1’AB40, nous
envisageons cependant de doser I’AB40 dans le méme temps analytique que les 3 autres
biomarqueurs dans les situations suivantes :

- AP42 diminuée ou en zone grise, Tau et P-Tau normales

- AP42 normale ou en zone grise, Tau et P-Tau augmentées

- AP42 normale ou en zone grise, Tau normale et P-Tau augmentée ou en zone grise
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Cela sous-entend que le dosage des biomarqueurs se fera en deux temps, mais dans la méme
journée : AP42, Tau et P-Tau seront initialement dosés, puis apres analyse des données et
I’identification de profils discordants, les dosages d’ AB40 seront réalisés.

Nous envisageons d’appliquer cette stratégie de dosage conditionnée de la facon décrite
durant 6 mois d’activité pleine et de réévaluer I’apport vis-a-vis des attentes et bénéfices
cliniques, du surcolit et du temps passé de facon a optimiser le schéma stratégique pour la
suite.

Pour information, sur les 53 échantillons patients dosés dans notre étude, 21 profils (39,6%)

présentaient les profils évoqués ci-dessus.

Un autre point a soulever est la difficulté¢ d’interprétation des résultats proches des valeurs
seuils, une zone grise avait déja été créée par le passé pour I’AP42 de manicre intuitive et
collective en réponse a différents problémes : une instabilité de la calibration des lots de
référence chez le fournisseur, la fragilité analytique du parameétre, du fait de son hydrophobie
et de ses capacités d’autoagrégation et d’adsorption sur les surfaces contact, notamment les
parois des tubes. Pour ces raisons, la limite basse des valeurs usuelles (>500) avait été
remplacée par une zone d’incertitude (500-700), un nombre non négligeable de patients MA
ont des AP42 comprises entre 500 et 700. Pour Tau et P-Tau, les études de Rosen et al (134),
de Lewczuk et al (152) et le groupe de travail constitu¢ d’experts Européens (53)
recommandaient a I’époque de I’utilisation de P'INNOTEST®, I’application d’une zone grise
inhérente a la variabilité analytique autour des valeurs seuils de la fagcon suivante : Valeur
seuil +/- 2 ET (en tenant compte d’'un CV de reproductibilité de 10%). Idéalement nous
aurions souhaité déterminer une zone grise calculée d’apres 1’incertitude du dosage telle que
le SH GTA 14 le définit mais celle-ci n’a pas pu étre calculée faute de matériel de référence
(méthode CIQ + matériaux de référence) et faute d’EEQ déja dosés (méthode CIQ/EEQ). A
défaut, nous avons repris les recommandations datant des dosages INNOTEST® et nous les
avons adaptées pour tenir compte de I’amélioration des performances analytiques associée a
I’automatisation et compte tenu de nos CV de reproductibilité intra-laboratoire nous avons
choisi d’adapter ces recommandations en adoptant des CV de 5% pour le calcul de la zone
grise aux valeurs seuils choisies et nous obtenons ainsi les limites de zones d’incertitude

récapitulées dans le tableau XVII.
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Tableau XVII : Valeurs seuils obtenues par les droites de régression de Passing Bablok et

calcul des zones grises associées en fonction du CV.

Valeurs seuils Zone grise 1C95 u%i?irézt%llzseen
translatées (CV 5%) :
pratique
Tau 466 419,4 - 512,6 420 - 513
P-Tau 55 49,5 - 60,5 50 - 60
AB42/AB40 0,057 0,0513 - 0,0627 0,051 - 0,063
AB42/P-Tau 9,3 8,37-10,23 8,4—-10,2

Nous avons constaté sur les graphes de corrélation de la P-Tau que des points s’écartaient
notablement de la droite de régression (au-dessus et au-dessous) pour des valeurs proches de
60 ng/L (seuil INNOTEST®). Aussi, I’'usage d’une zone grise semble parfaitement adapté
pour ce parametre.

Il semble également prudent d’appliquer une zone grise pour le ratio AB42/AB40, afin d’avoir
plus de recul sur son interprétation.

En plus de conseiller le calcul de zones d’incertitude, le groupe de travail multidisciplinaire
d’experts européens recommande d’interpréter les résultats avec prudence lorsque les résultats
des biomarqueurs sont proches des valeurs décisionnelles et si besoin de réaliser des examens

complémentaires d’imagerie ou d’effectuer un nouveau prélevement de LCS.

Notre étude présente quelques limites. Tout d’abord, la classification diagnostique MA vs non
MA avant PL est fragile car basée sur les tests neuropsychologiques, 1’imagerie quand elle
¢tait disponible (scanner ou IRM) et la clinique, ¢léments qui peuvent s’avérer insuffisants
pour poser un diagnostic fiable de MA. L’étude des biomarqueurs dans une population de
diagnostics certains aurait été idéale. Or la certitude ne peut étre acquise que par confirmation
anatomopathologique (aujourd’hui délaissée), ou bien elle peut provenir de situations
génétiques particulieres telles que la présence d’une mutation a transmission autosomique
dominante d’un des génes impliqués dans les formes familiales de MA, toutefois cette
population n’aurait pas été représentative d’un point de vue démographique (age) de la
population habituellement touchée par la MA c’est-a-dire les sujets dgés de plus de 65 ans.
Les sujets « non MA » de notre étude faisaient tous I’objet d’ une consultation spécialisée de

neurologie dans le cadre d’une investigation de troubles cognitifs pouvant faire évoquer une
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MA, ce qui limite notre population contrdle en nombre de patients mais lui fait gagner en
qualité, réalisme et pertinence (par rapport a un LCS « tout venant »)

Notre étude présente I’avantage de posséder des diagnostics cliniques avant PL qui sont certes
perfectibles mais ne sont pas sujets au biais d’incorporation du résultat de la PL dans
I’hypotheése diagnostique. Par ailleurs, notre travail présente les résultats de 1’étude de
performance des marqueurs de MA du LCS sur Iautomate LUMIPULSE® jusqu’alors peu
¢tudié et ce, avec les kits d’AP42 standardisés vis-a-vis du CRM ce qui a été encore moins
¢tudié. Ce travail va permettre la mise en route des dosages des biomarqueurs dans le LCS par
la technique automatisée LUMIPULSE® au laboratoire ce qui réduira de fagcon considérable
le temps d’analyse, rendra 1’analyse moins opérateur dépendante et permettra de mettre en
ceuvre les dosages dans un délai plus court aprés la prescription, a performance analytique
¢gale, sinon meilleure.

Avec le temps, nous accumulerons I’expérience d’usage des valeurs seuils que nous avons

déterminé vis-a-vis de la clinique, cela nous permettra de les ajuster si besoin.

Apres les gros efforts produits depuis 15 ans pour maitriser la phase pré-analytique du dosage
des biomarqueurs dans le LCS, D’accent reste encore a mettre sur la standardisation
analytique. L’arrivée de méthodes automatisées (LUMIPULSE® Fujirebio et ELECSYS®
Roche) va contribuer a I’amélioration analytique globale. La mise a disposition de matériaux
de référence CRM pour la Tau et la P-tau reste quant a elle trés attendue. A terme, toutes ces
améliorations augmenteront la transférabilité de ces dosages entre laboratoires et/ou centres
de recherche et augmenteront leur valeur contributive dans les diagnostics différentiels.

Optimiser et harmoniser toujours plus les biomarqueurs principaux du LCS est important et
d’actualité car la reléve (marqueurs complémentaires ou alternatifs du LCS ou biomarqueurs

sanguins) tarde a émerger.
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V. Conclusion

Au cours de cette étude, nous avons vérifié¢ les performances analytiques des dosages des
biomarqueurs Tau, p-Tau, AP42 et AB40 dans le LCS sur I’automate LUMIPULSE® G600I1,
puis nous avons comparé¢ les résultats des méthodes LUMIPULSE® et INNOTEST® et de
nouveaux seuils d’interprétation ont été définis pour la méthode automatisée. L’étude de
concordance des deux techniques de dosages avec les nouveaux seuils définis pour
LUMIPULSE® a montré que les interprétations des résultats des dosages des biomarqueurs
entres les deux techniques étaient concordantes. Le travail réalisé permet de valider le
transfert technologique du dosage des biomarqueurs dans le LCS d’une méthode manuelle

INNOTEST® vers une méthode automatisée LUMIPULSE® au laboratoire.

L’automatisation contribuera a une intégration plus fluide du dosage de 1’AB40 dans notre
pratique pour le calcul du ratio AP42/AP40, quand un profil biologique discordant est

rencontré.

Les nouveaux seuils pourront étre confirmés par 1’usage dans une cohorte prospective sur un
plus grand nombre de patients, ’apport du dosage d’AB40 comme aide au diagnostic de MA
en cas de profils biologiques discordants pourrait également étre évalu¢ au cours de cette

étude.
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VII. Annexes

Annexe 1 : Criteres diagnostiques de la démence de type Alzheimer, DSM V-
TR

A. Apparition de déficits cognitifs multiples, comme en témoignent a la fois :
1. une altération de la mémoire (altération de la capacité a apprendre des informations
nouvelles ou a se rappeler les informations apprises antérieurement) ;

2. 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 des objets malgré des fonctions
sensorielles intactes)
d. perturbation des fonctions exécutives (faire des projets, organiser, ordonner dans le
temps, avoir une pensée abstraite).

B. Les déficits cognitifs des critéres A1 et A2 sont tous les deux a l'origine d’'une altération significative
du fonctionnement social ou professionnel et représentent un déclin significatif par rapport au niveau
de fonctionnement antérieur.

C. L’évolution est caractérisée par un début progressif et un déclin cognitif continu.

D. Les déficits cognitifs des critéres A1 et A2 ne sont pas dus :
1. a dautres affections du systéme nerveux central qui peuvent entrainer des déficits
progressifs de la mémoire et du fonctionnement cognitif (par exemple : maladie
cérébrovasculaire, maladie de Parkinson, maladie de Huntington, hématome sous-dural,
hydrocéphalie a pression normale, tumeur cérébrale) ;
2. a des affections générales pouvant entrainer une démence (par exemple : hypothyroidie,
carence en vitamine B12 ou en folates, pellagre, hypercalcémie, neurosyphilis, infection par le
VIH) ;
3. a des affections induites par une substance.

E. Les déficits ne surviennent pas de fagcon exclusive au cours de I'évolution d’un syndrome
confusionnel.

F. La perturbation n’est pas mieux expliquée par un trouble de I'’Axe | (par exemple : trouble dépressif
majeur, schizophrénie).

Codification fondée sur la présence ou l'absence d’une perturbation cliniquement significative du
comportement :

Sans perturbation du comportement : si les troubles cognitifs ne s’accompagnent d’aucune

perturbation cliniquement significative du comportement.

Avec perturbation du comportement : si les troubles cognitifs s"accompagnent d’'une

perturbation cliniquement significative (par exemple : errance, agitation) du comportement.
Préciser le sous-type :

A début précoce : si le début se situe & 65 ans ou avant.

A début tardif : si le début se situe aprés 65 ans.
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Annexe 2 : Criteres diagnostiques de la maladie d’Alzheimer remis en forme
d’aprés NINCDS-ADRDA

1) Le diagnostic clinique de la maladie d’Alzheimer possible :

- peut étre porté sur la base du syndrome démentiel, en l'absence d’autre désordre
neurologique, psychiatrique ou systémique susceptible de causer une démence, en présence
de variante dans la survenue, la présentation ou le cours de la maladie ;

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

- et pourrait étre utilisé en recherche clinique quand un déficit cognitif sévére progressif est
identifié en 'absence d’autre cause identifiable.

2) Criteres de maladie d’Alzheimer probable :

- syndrome démentiel établi sur des bases cliniques et documenté par le Mini-Mental State
Examination, le Blessed Dementia Scale ou tout autre test équivalent et confirmé par des
preuves neuropsychologiques

- déficit 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 90 ans, le plus souvent au-dela de 65 ans

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

Ce diagnostic de maladie d’Alzheimer probable est renforcé par :
- la détérioration progressive des fonctions telles que le langage (aphasie), les habilités
motrices (apraxie) et perceptives (agnosie)
- la perturbation des activités de la 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

Autres caractéristiques cliniques compatibles avec le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable
aprés exclusion d’autres causes :
- période de plateaux au cours de I'évolution
- présence de symptbmes tels que dépression, insomnie, incontinence, idées délirantes,
illusions, hallucinations, réactions de catastrophe, désordres sexuels et perte de poids. Des
anomalies neurologiques sont possibles surtout aux stades évolués de la 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 I'age

3) Les critéres pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer certaine sont :
- les critéres cliniques de la maladie d’Alzheimer probable ;

- etla preuve histologique apportée par la biopsie ou 'autopsie.

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
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Annexe 3 : Exemple de tests neuropsychologiques effectués au CHU de

Rouen
MAX

MMS 30

ECHELLES MATTIS 144

GLOBALES Attention 37
Initiation Verbale 30
Motrice 7
Construction 6
Concept 39
Mémoire 25
HORLOGE 7
PRAXIES GESTUELLES 8

PRAXIES COPIE DE LA FIGURE DE REY | 36
GROBER ET BUSCHKE
R. Immédiat 16
R. Libre 1 16
R. Total 1 16

MEMOIRE R. Libre 2 16
R. Total 2 16
R. Libre 3 16
R. Total 3 16
R. Libre différé 16
R. Total différé 16
PORTES
Forme A 12
Forme B 12
BREF 18

FONCTIONS FLUENCES (2 mn)

EXECUTIVES «p»
« animaux »

LANGAGE DENOMINATION 80

RETENTISSEMENT | IADL 4

DEPRESSION MINI GDS 4
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Annexe 4 : Criteres diagnostiques de la maladie d’ Alzheimer par I’ International
Working Group (IWG) 2007

Proposition de nouveaux critéres diagnostiques
de la maladie d’Alzheimer probable (d’apres 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 frouble 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 evidence d'un trouble de memoire episodique 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 l'information a été contrélé

Les troubles de la mémoire épisodique peuvent &tre isolés ou associés

a d'autres troubles cognitifs

Criteres secondaires

B. Une atrophie des structures temporales internes :

Atrophie hippocampique, entorhinale ou amygdalienne

Mise en évidence en IRM par échelle visuelle qualitative

ou par volumeétrie quantitative, en référence a des sujets controles 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 fotale de protéine Tau ou de phospho-Tau
Modification de tout autre marqueur validé dans le futur

D. Un profil spécifique alaTEMP ou ala TEP ;

Diminution du métabolisme du glucose

dans les régions temporo-pariétales bilatérales

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

Critéres d’exclusion

Ils 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 : hémiparésie, 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 toxigques

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

évoquant une atteinte infectieuse ou vasculaire

Criteres pour la maladie d’Alzheimer définie

La maladie d'Alzheimer est considérée comme définie

si les deux critéres suivants soni presents :

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 5 : Criteres diagnostiques de la maladie d’Alzheimer par 1’International
Working Group 2 (IWG 2) 2014 d’apres (32)

Critere majeur A identique qu’en 2007 + critére B de mise en évidence de la pathologie in
Vivo

Marqueurs pathophysiologiques

+ | AB,, + TT-tau ou P-tau dans le LCR
* 1 de la rétention du traceur a la TEP amyloide

Marqueurs topographiques

« Atrophie de type MA a I'IRM cérébrale

* Hypométabolisme de type MA a la TEP-FDG
Mutation autosomique dominante

* PSENI. PSEN2 ou APP

Cagnition Biomargueurs
STADES PRE‘CLINIQUES
IwWG-2
Asymptomatique a risque de MA Aucune atteinte Tout marqueur pathophysiologique
MA présymptomatique Aucune atteinte Mutation autosomique dominante ou tout autre géne causal
STADES CLINIQUES
IwaG-2
MA typique ou atypique Phénotype clinique Tout marqueur pathophysiologique ou mutation autosomique dominante
specifique

Dans cette révision des critéres diagnostiques, les marqueurs topographiques sont maintenant
réservés a I’évaluation de la progression de la maladie et ont été retranchés de 1’algorithme
diagnostique.
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Annexe 6: Criteres diagnostiques de MCI et de démence de la maladie
d’Alzheimer intégrant les biomarqueurs selon le National Institute on Aging and
the Alzheimer’s Association (NIA AA) tirés de (32).

Les critéres cliniques cardinaux de MCI et de démence par MA probable et possible sont
disponibles dans la publication de McKhann et al, 2011

Critéres de mild cognitive impairment intégrant les biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer (MA).

Mild cognitive impairment criteria incorporating biomarkers of Alzheimer’s disease.

Catégories diagnostiques Apport des biomarqueurs Biomarqueurs Biomarqueurs structurels
a la probabilité étiologique physiopathologiques : (lésions neuronales) :
de MA amyloide Af3 tau, FDG, IRM structurelle
(PET au PIB ou LCR)
Critéres cliniques cardinaux Non informatifs Conflictuels, non déterminants, Conflictuels, non déterminants,
de MCI non testés non testés
MCI dii & la MA : probabilité Intermédiaire Non testés Non testés
intermédiaire + +
MCI dii a la MA : probabilité Trés élevé + +
élevée
MCI non dd a la MA Tres faible - -

D'aprés Albert et al., 2011.

Critéres de démence par maladie d’Alzheimer (MA) utilisant les biomarqueurs.

AD dementia criteria incorporating biomarkers.

Catégories diagnostiques Apport a la probabilité Biomarqueur Biomarqueur structurel
diagnostique de MA physiopathologique  (mort neuronale)
Amyloide AR (Tau dans le LCR,

(PET au PIB ou LCR)  FDG-PET,
IRM structurelle)

Démence par MA probable

Basée sur les critéres cliniques Inchange Non contributif* Non contributif*
Avec 3 niveaux de preuve du processus Modéré Non contributif Positif

physiopathologique de MA Modéré Positif Non contributif
Elevé Positif Positif

Démence par MA possible (présentation clinique atypique)

Basée sur les critéres cliniques Inchangé Non contributif Non contributif
Avec preuve du processus Elevé mais n'exclut pas Positif Positif
physiopathologique de MA une autre étiologie associée
Démence de type non Alzheimer Trés faible Négatif Négatif

D'apres McKhann et al,, 2011.
* Résultats discordants entre les biomarqueurs, ou résultats normaux, ou résultats indisponibles (examens non réalisés).
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Annexe 7 : Avantages/inconvénients et différences notables entre les techniques

INNOTEST® et LUMIPULSE®
INNOTEST® LUMIPULSE®
Avantages Bibliographie abondante Rapidité du rendu des résultats

Recul sur les seuils de décision clinique au
laboratoire (pratique > 13 ans)

Limite de quantification pour Tau totale plus
basse

Standards et controles préts a I’emploi

Automatisation ; amélioration attendue des
performances analytiques (CV répétabilité
et reproductibilité)

Diminution de la variabilité inter-opérateur,
moindre  dépendance d’une  dextérité
individuelle.

Faible volume de prise d’essai

AP42 standardisée vis-a-vis du
disponible pour LP

CRM

Format plus flexible des séries de dosages

Calibration 1 fois/mois ou lors d’un

changement de lot de CIQ

Inconvénients

Absence de consensus définitif concernant les
seuils de décision cliniques

Volume de prise d’essai important du fait d’un
dosage en duplicate

Temps d’analyse long

Travail par séries (plaques ELISA de 16 patients
max), délais analytiques allongés 1’été

Calibration a chaque série

Connaissance des résultats des CIQ en fin de
manipulation, risque de disqualification des
résultats d’une série entiere de patients.

Domaine de mesure plus limités

Absence de consensus concernant les seuils
de décision cliniques

Pas de recul sur les seuils de décision

clinique
Peu de publications

Standards et controles a reconstituer

- Différences notables :

Enzymes révélatrices différentes : ALP (LP) vs peroxydase (IT)

Méthode de détection différente: Détection colorimétrique (IT) et détection par
luminescence (LP)

Biotine présente dans les 4 dosages IT contre 2 pour LP (diminution de I’interférence
potentielle liée a la biotine pour les patients qui seraient traités avec de fortes doses de
cette vitamine)
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Annexe 8 : Récapitulatif des sensibilités (Se), spécificités (Sp), valeurs prédictives

positives, valeurs prédictives négatives et indices de youden pour chaque parameétre.

La valeur prédictive positive (VPP) correspond a la proportion de vrais positifs parmi les

sujets dont le test est positif. Il s’agit du rapport des vrais positifs sur la somme des vrais

positifs et des faux positifs. La valeur prédictive négative (VPN) correspond a la proportion

de vrais négatifs parmi les sujets dont le test est négatif. Il s’agit du rapport des vrais négatifs

sur la somme des vrais négatifs et des faux négatifs.

Se [1C95] Sp [1C95] VPP [IC95] VPN[IC95] | Y
o aee | 606%Q033) | 667%(10/15) | 80%(2025) | 435%(1023) |
au [42,1%: 77,1%] | [38,4% : 88.2%] | [593%:93,2%] | [23.2%: 65,5%] | "
bt ss | 007%(Q333) | 667%(10/15) | 82,1%(2328) | 50%(1020) |
-Tau [51.3%: 84.4%] | [38.4%: 88.2%] | [63.1% :93.9%] | [27.2%: 72.8%] | "

60.6 % (2033) | 86.7% (13/15) | 90.9% (20/22) | 50 % (13/26)
APA2 <4371 s 194 77.1%) | [59.5% : 98.3%] | [70.8%:98.9%] | [29.9 % :70.1 %] | &4

81.8% (27/33) | 60% (9/15) | S1.8%(2733) | 60 % (9/15)
APAZ<635 1 16a 504 930%] | [32.3%: 83.7%] | [64.5% : 93%] | [32.3%: 83.7%] | O+
ABA2ABAO | T58%(2553) | T33%(IIIS) | 862%(2529) | ST9%(11I9) |
0,057 [57.7%: 88.9%] | [44.9% :92.2%] | [68.3%:96.1%] | [33.5%:79.7%] |
ABA2P-Tau | 788% (2633) | T33%(1115) | 867%(6530) | 6LI%(IS) |
<93 (61,1%:91%] | [44.9% : 92.2%] | [69.3% : 96.2%] | [35.7% : 82.7%] | "
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Evaluation des performances analytique et diagnostique du dosage des biomarqueurs Tau, P-Tau,
AP42 et AB40 dans le liquide cérébrospinal sur I’automate LUMIPULSE® G600I1 au CHU de Rouen.
These pour le Doctorat en Pharmacie, Rouen, 2020, 145p.

Contexte : Les biomarqueurs (BM) du liquide cérébrospinal (LCS) ont largement confirmé leur utilité dans
le diagnostic de la maladie d’Alzheimer (MA) dans le monde entier. Aprés 20 ans de techniques
d’immunoanalyse manuelles, des techniques de dosage automatisées aujourd’hui disponibles pourront
contribuer aux efforts de standardisation. L’objectif de cette étude est d’effectuer une validation de méthode
des biomarqueurs Tau, p-Tau, AP42 (standardisée) et AB40 dans le LCS sur 1’automate LUMIPULSE®
(LP) G600II, comprenant une comparaison avec a la méthode manuelle INNOTEST® (IT) et une
réévaluation des valeurs seuils en faveur du diagnostic de la MA.

Méthode : 53 échantillons de patients ayant bénéfici¢ d une ponction lombaire (PL) lors d’une consultation
de neurologie au CHU de Rouen entre Janvier 2012 et Février 2013 ont été inclus, les diagnostics avant et
aprés PL ont été recueillis. En 2019, nous avions un diagnostic final bas¢ sur le suivi clinique pour 39
d’entre eux. La comparaison des deux méthodes (n=53) repose sur une étude de corrélation et sur des
graphes de Bland et Altman. Une translation des seuils actuels IT a été effectuée a partir des droites de
régression linéaire selon Passing Bablok et une étude de réévaluation des seuils par courbe ROC a
¢galement été réalisée sur 48 patients.

Résultats : Les coefficients de variation maximaux obtenus sur des CIQ pour la fidélité intermédiaire
(n=10) étaient respectivement < 5,07 % pour Tau, < 2,61 % pour P-Tau, < 3,95 % pour AB42 et < 5,05 %
pour APB40. Les méthodes IT et LP sont bien corrélées, les coefficients de corrélation de Pearson étaient
respectivement de 0,988 pour Tau, 0,98 pour P-Tau, 0,95 pour AB42 et 0,77 pour AB40, mais 1’observation
de différences entre les deux méthodes justifiait la définition de nouveaux seuils. Les valeurs seuils en
faveur du diagnostic de MA transposées a partir des seuils actuels IT, validées par 1’étude de concordance
selon le test kappa sont: Tau > 466 ng/L, P-Tau > 55 ng/L, AP42 < 437 ng/L, AB42/AB40 < 0,057 et
AB42/P-Tau <9,3.

Conclusion : Le LP montre de bonnes performances analytiques, I’interprétation des résultats des
biomarqueurs est concordante entre les méthodes IT et LP avec les nouveaux seuils définis. L utilisation du
LP au laboratoire fluidifiera et sécurisera 1’organisation de cette activité et permettra de rendre les résultats

plus rapidement au prescripteur.
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