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INFO ARTICLE RESUME

Historique de larticle : L’exactitude du diagnostic dans le champ des affections neurodégénératives, en particulier
Recu le 7 janvier 2008 a un stade précoce des démences, devient une exigence pour la prise en charge des patients
Recu sous la forme révisée le et I'évaluation de nouvelles stratégies thérapeutiques. Les critéres révisés du National
7 mars 2008 Institute of Neurological Disorders and Stroke et du Alzheimer Disease and Related Dis-
Accepté le 22 mai 2008 orders (NINCDS-ADRDA) pour le diagnostic de la maladie d’Alzheimer proposent doréna-
Disponible sur Internet le vant d'inclure des critéres d’imagerie cérébrale et de dosage des marqueurs biologiques
7 juillet 2008 dans le LCR. L’analyse des marqueurs biologiques dans le LCR par des approches issues de la

protéomique semble, en effet, des plus prometteuses. L'intérét biologique de I'utilisation du

LCRréside dans ses caractéristiques anatomiques et physiopathologiques. L’utilisation de la

Mots clés :

Biomarqueurs protéomique comme outil de choix semble se confirmer dans ce champ d’investigation.
LCR Nous détaillerons dans cette revue les principaux marqueurs biologiques mis en évidence
Protéomique par cette technique dans les affections neurodégénératives, en particulier, dans la maladie
Démences d’Alzheimer.
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Dementia Given the current developments of therapeutic strategies in the field of neurodegenerative
Prions disorders, exact diagnosis, especially at an early stage, is becoming increasingly crucial for
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optimal patient care. Importantly, the new diagnosis criteria of dementia include functional
imagery as well as CSF biomarkers. Proteomics investigations of these CSF biomarkers have
produced quite promising results. The interest of CSF analysis resides in the anatomical and
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pathophysiological characteristics of this fluid. In this article, we will review current proteo-

mics investigations of CSF which have led to the discovery and validation of biomarkers, mainly

in the field of neurodegenerative disorders in Alzheimer’s disease.

1. Introduction

Une nouvelle ére diagnostique et pronostique des affections
neurodégénératives s’ouvre au clinicien de part le dévelop-
pement et la caractérisation d’'un champs d’investigation des
plus prometteurs, les biomarqueurs. Ces biomarqueurs font
référence a la fois aux marqueurs biologiques présents dans
les fluides biologiques (plasma, urine, liquide céphalorachi-
dien [LCR]) et aux marqueurs d’imagerie cérébrale morpho-
logique et fonctionnelle. Parmiles avancées dans ce domaine,
la détection des marqueurs biologiques dans le LCR par des
techniques de protéomique tend a occuper une place de plus
en plus importante. Les caractéristiques anatomiques et
biologiques du LCR expliquent l'intérét croissant pour ce
liquide biologique. Pour caractériser et suivre les modifica-
tions de composition du LCR, les outils de protéomique
clinique sont des outils de choix. Dans les affections
neurodégénératives, de nombreux marqueurs ont été pro-
posés. Toutefois, la majorité de ces marqueurs biologiques
restentissus d’études incluant un petit nombre de patients et
ne sont, de ce fait, pas encore validés, ni disponibles, en
pratique clinique de routine. Parmi ces candidats marqueurs,
nous pouvons citer, sans étre exhaustif, les molécules
suivantes : ACE, a-l-antitrypsine, Apo-lipoprotéines, B-2-
microglobuline, cathépsine D1, cystatine C, fibrinogéne,
GFAP, hémopexine, kininogéne, S100-B, transthyrétine,
ubiquitine. .. (Tableau 1) (Roche et al., 2008). De nombreuses
études de marqueurs biologiques dans le LCR sont en cours
dans différentes pathologies, telles que la maladie de
Parkinson, la sclérose latérale amyotrophique ou la sclérose
enplaques. Les donnéesissues de cesrecherches permettront
d’optimiser nos connaissances diagnostiques, pronostiques,
physiopathologiques et la prise en charge thérapeutique des
patients. En effet, I’évaluation objective du diagnostic des
affections neurodégénératives par des critéres quantitatifs
semble nécessaire pour adapter les stratégies de prise en
charge clinique et thérapeutique. La plupart des efforts de
recherche de nouveaux marqueurs biologiques concernentla
maladie d’Alzheimer (MA). Ainsi, 'analyse conjointe des
protéines Tau totale et sa forme phosphorylée phospho-Tau
associée au peptide A-B1-42 dans le LCR permet dorénavant
un diagnostic positif de MA. En se basant sur ces données,
I’analyse de ces marqueurs biologiques a été proposée
comme argument supplémentaire dans les critéres révisés
du diagnostic des démences du National Institute of Neuro-
logical Disorders and Stroke et du Alzheimer Disease and
Related Disorders (NINCDS-ADRDA) (Dubois et al., 2007). Ces
trois biomarqueurs semblent également intéressants chez
les patients a un stade prédémentiel et pour discriminer
le diagnostic de MA de ces diagnostics différentiels. Ces
dosages tendent donc a se généraliser en pratique clinique
hospitaliere dans les centres experts des pathologies neuro-
dégénératives.

Dans cette revue, nous décrirons successivement les
caractéristiques biologiques du LCR, les méthodes protéomi-
ques de mise en évidence des marqueurs biologiques, les
caractéristiques de ces marqueurs dans les dé
applications.

2. LCR et protéomique

2.1.  Caractéristiques anatomiques et physiologiques du
LCR

Le LCR est produit dans le systeme nerveux central (SNC) par
deux mécanismes, la sécrétion constante par les plexus
choroides des constituants du LCR issus du sang (Spector et
Johanson, 1989) et le drainage du liquide interstitiel du
parenchyme cérébral vers les structures ventriculaires et
sous-arachnoidiennes. De fagon concomitante, il existe une
résorption constante du LCR via les granulations arachnoi-
diennes situées au niveau des sinus longitudinaux supérieurs
et de ’émergence radiculaire des nerfs spinaux. La composi-
tion du LCR varie en fait légérement, en fonction du site de
prélévement (ventriculaire ou lombaire) selon un gradient
rostrocaudal.

Le rble du LCR est multiple. Il assure, d’'une part, une
protection mécanique du SNC contre les traumatismes, et
d’autre part, une fonction métabolique par le transport de
différents constituants (hormones...) et métabolites assurant
I'homéostasie cellulaire du SNC. Le LCR non pathologique
contient moins de cinq cellules mononuclées par millilitre et
aucun globule rouge. La glycorachie correspond généralement
aux deux tiers de la glycémie. Le taux de protéines dans le LCR
est compris entre 20 et 40 mg pour 100 mL au niveau lombaire
(Hemsley et Crook, 2001), soit environ 100 fois plus faible que
dans le sang. Pour 80 % des protéines du LCR, l'origine est
sanguine, et pour 20 %, elles sont directement issues du SNC
(Banks et al., 2005). Une comparaison de la distribution des
protéines majoritaires entre le LCR et le plasma est détaillée
dans la Fig. 1. Certaines différences entre le LCR et le plasma
sont minimes comme pour les immunoglobulines G (IgG), la
transferrine et I'a-1-antitrypsine. Des variations plus impor-
tantes sont observées pour ’albumine, les immunoglobulines
M (IgM) ou la préalbumine (transthyrétine). Quantitativement,
ces protéines majoritaires représentent 90 % de la masse
globale protéique du sérum mais seulement 80 % dans le LCR;
les autres protéines « minoritaires » représentant donc,
respectivement, 10 et 20 % de la masse globale protéique.
L’exclusion de ces protéines majoritaires est souvent néces-
saire pour accéder, en protéomique clinique, a des protéines
présentes en faible concentration (Huhmer et al., 2006 ; Ogata
et al., 2005 ; Shores et Knapp, 2007).

Les arguments d’ordre technique (geste invasif, probléme
d’accessibilité), voire éthique, qui limiteraient la réalisation de
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Tableau 1 - Biomarqueurs du LCR

CSF biomarkers

Dénomination Méthode de détection Pathologie Références

14-3-3 2DE MCJ Green et al., 2001 ; Zerr et al., 1998, 1996

Anticorps anti-MBP" Elisa SEP Lamers et al., 1995 ; Ohta et al., 2000

Anticorps anti-MOG Elisa SEP Markovic et al., 2003 ; Xiao et al., 1991

ACE Activité enzymatique MA He et al., 2006

Albumine 2DE MA Puchades et al., 2003

a-1-antitrypsine 2DE MA Puchades et al., 2003

a-2-HS glycoprotéine 2DE MA Puchades et al., 2003

Apo-Al 2DE MA Castano et al., 2006

Apo-E 2DE, Elisa MA Davidsson et al., 2002 ; Finehout et al., 2007 ;
Puchades et al., 2003

Apo-J 2DE MA Puchades et al., 2003

Attractine 2DE Néoplasies du SNC Khwaja et al., 2006a

A-B° Elisa MA Green et al., 2001 ; Sjogren et al., 2001 ;
Zerr et al., 1998

BACE1 WB, activité enzymatique MA Zhong et al., 2007

B-2-microglobuline 2DE MA Davidsson et al., 2002

Anhydrase carbonique SELDI-TOF*“ Néoplasies du SNC Khwaja et al., 2006b

Cathepsine D1 2DE MA Castano et al., 2006

Cytologie du LCR Cytologie Néoplasies du SNC

Cystatine C SELDI-TOF© MA, MCJ Carrette et al., 2005 ; Carrette et al., 2003 ;

Néoplasie du SNC Sanchez et al., 2004

Fibrinogéne y-A 2DE MA Lee et al., 2007

GAP Elisa AD Sjogren et al., 2001 ; Sjogren et al., 2000

GFAP - AD Fukuyama et al., 2001 ; Wallin et al., 1996

Hémopexine 2DE MA Castano et al., 2006

IgG (intrathécal)’ Electrophorese SEP Thompson, 2005

Kininogene 2DE MA Merched et al., 1998

Pigment-derived epithelial factor 2DE MA Castano et al., 2006

Prolipoprotéine 2DE MA Davidsson et al., 2002

Retinol binding protein 2DE MA Davidsson et al., 2002

S100-B Elisa MA, MCJ Peskind et al., 2001 ; Petzold et al., 2003 ;
Sheng et al., 1996 ; Nooijen et al., 1997

Soluble Nogo-A WB SEP Jurewicz et al., 2007

Tau’ Elisa MA, MCJ Dubois et al., 2007 ; Schoonenboom et al., 2004 ;
Sjogren et al., 2001 ; Green et al., 2001

Tau (phospho-)’ Elisa MA Dubois et al., 2007 ; Schoonenboom et al., 2004 ;
Sjogren et al., 2001

Transthyrétine 2DE, Elisa MA Davidsson et al., 2002 ; Merched et al., 1998 ;
Puchades et al., 2003

Ubiquitine 2DE MA Davidsson et al., 2002

Transferrine 2DE MA Puchades et al., 2003

VGF polypeptide SELDI-TOF® MA Carrette et al., 2003

La majorité des biomarqueurs du LCR ont été identifiés grdce aux études de protéomiques cliniques et/ou basée sur la recherche
neuropathologique. Les méthodes de découverte et de détection incluent I'électrophorése bidimensionnelle (2DE), 'enzyme linked
immunosorbent assay (Elisa), le western blot (WB) ou la surface enhanced laser desorption ionisation — time of flight (SELDI-TOF®). Les pathologies
sont la maladie d’Alzheimer (MA), la maladie de Creuztfeldt-Jakob (MCJ), la sclérose en plaques (SEP). Les biomarqueurs annotés d'un
astérisque sont utilisés en pratique clinique. SNC : systéeme nerveux central.

The majority of CSF biomarkers have been identified through clinical proteomics and/or research-based neuropathological investigations. The
methods of discovery and detection include two-dimensional electrophoresis (2DE), “‘enzyme linked immunosorbent assay” (Elisa), western
blot (WB) or “surface enhanced laser desorption ionization - time of flight” (SELDI-TOF®). The diseases are Alzheimer’s disease (AD),
Creuztfeldt-Jakob disease (CJD), multiple sclerosis (MS). The biomarkers marked with an asterisk are used in clinical practice. SNC: central

nervous system.

la PL font encore l'objet de discussions. Cependant, les
infections post-PL restent rares et le syndrome céphalalgique
post-PL est peu fréquent (<2 %) (Blennow et al., 1993), en
particulier chez les patients 4gés qui présentent une atrophie
cérébrale secondaire aux troubles cognitifs. Les moyens
actuels (aiguille orange souple, anesthésies cutanées et gaz
anesthésiant de type Calinox™) limitent, pour les patients,
I'appréhension du geste et de la douleur.

2.2.  Protéomique clinique

L’objectif des études protéomiques est généralement I'identi-
fication de nouveaux marqueurs biologiques caractéristiques
des pathologies sans orientation préalable, ni idée précongue
de leur identité. Le protéome est définit comme étant
I’ensemble des protéines d’un fluide biologique, d’une cellule
ou d'un tissu @ un moment donné dans des conditions
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Gamma trace (Cystatin C) <1%,
Beta trace APO E <1%
(D2 Protostaglandine synthase) <1%

Beta trace Gamma trace (Cystatin C) 2%
A (D2 Protostaglandine synthase) 7%

IgM <1%

Others 5% B

Others 10%

fibrinogen <1%
LCR °g Plasma lgh 5%
Cerulopl in <1%
IgA <1% fibrinogen 4%
C3I<1%

Alpha-2-Macroglobulin 1% Ceruloplasmin <1%
IgA 2%
Haptoglobin 1% c.g: 1%

Alpha-2-Macroglobulin 1%
Haptoglobin 3%

Orosomucoid 1%
APO A 2%

Alpha -antitrypsin 2%

transferrin/Tau 3%

Orosomucoid 1%
APO A 2%
Alphat -antitrypsin 2%

transferriniTau 4%
Prealbumine <1%

Prealbumine 5%

19G 13%

Fig. 1 - Comparaison de la distribution des protéines (A) du plasma et (B) du LCR. Les diagrammes circulaires représentent la
distribution différentielle des protéines majoritaires dans le plasma et dans le LCR. Chaque secteur est proportionnel a la
part représentative de la protéine indiquée dans la légende en fonction de la quantité de protéine totale dans le plasma ou
le LCR. On peut observer que les IgM sont quasiment absentes du LCR et que la part des protéines de faible abondance est
plus importante dans le LCR (17 %) que dans le sérum (10 %). On notera également que des protéines, telles que la D2
protostaglandine synthase ou ’Apo-E2, représentent une fraction non négligeable dans le LCR par rapport au plasma.
Comparison of protein distribution in plasma (A) and CSF (B). The pie charts represent the differential distribution of major plasma
and CSF proteins. Each sector is proportional to the percentage of total protein represented in the plasma or the CSF by the protein
specified in the legend. IgM are virtually absent from the CSF and the proportion of low abundant proteins is greater in the CSF (17%)
than in serum (10%). Some proteins, such as D2 protostaglandine synthase or Apo-E2, correspond to a significant fraction in the CSF

in comparison to plasma.

physiopathologiques définies. Ce protéome est intrinséque-
ment dynamique, du fait des modifications post-traduction-
nelles des protéines et de leur renouvellement continuel.

Parmi les approches protéomiques, 1'électrophorese
bidimensionnelle (2D) est la technique historique de réfé-
rence, permettant de séparer les protéines selon leur masse
et leur pH isoélectrique. Bien adaptée aux protéines hydro-
philes des fluides biologiques, cette technique présente,
cependant, une faible gamme dynamique par rapport aux
différences de concentration des protéines présentes dans le
sang ou le LCR (de I'ordre de 10%°). Depuis plusieurs années,
la gamme dynamique a été améliorée par des technologies
multidimensionnelles de séparation des protéines. Elles
utilisent un systeme de type chromatographie permettant
un sous-fractionnement des protéines, associé a un systeme
d’analyse (gels d’électrophorese bidimensionnelle ou spec-
trométrie de masse) qui permet d’obtenir une masse tres
précise de la protéine et de l'identifier. Récemment, des
systemes protéomiques a haut débit, permettant la réalisa-
tion de profils protéiques (profiling) sur plusieurs centaines
d’échantillons, ont été développés. Ils utilisent en particulier
des chromatographies en surface (SELDI-TOF®) ou en billes
(ClinProt®, Dynal®) suivies d'une analyse en spectrométrie
de masse en temps de vol (time of flight : TOF). Des systémes
de moyen ou bas débit de type chromatographie liquide/
spectrométrie de masse (LC-MS-MS) peuvent également étre
utilisés pour la détection et 'identification de peptides ou de
protéines en faible concentration, mais sur un nombre plus
faible de prélevements (de l'ordre de la dizaine). Les
techniques de puce a protéines ou d’Elisa multiplexe
utilisant quelques dizaines de microlitres de LCR ou de
plasma (Dupuy et al., 2005 ; Lehmann et al., 2007) permettent
également des mesures multiples et combinées de plusieurs
protéines, telle que l'analyse conjointe des protéines Tau,
phospho-Tau et A-B.

2.3. Analyse protéomique du LCR « normal »

Par rapport au sérum ou au plasma, peu d’études ont été
conduites pour déterminer la composition protéique normale
du LCR. Bien que limitée par des considérations éthiques
(prélévements sur sujets sains) et techniques (faible volume
des prélévements), cette connaissance du protéome normal
du LCR est essentielle pour la recherche de nouveaux
marqueurs biologiques dans des situations pathologiques.

L’analyse des constituants du LCR « normal » retrouve une
majorité de cellules issues du sang et du SNC. Toutefois, de
facon minoritaire, certains peptides et protéines dérivent de
cellules déja présentes dans le LCR, tels que les médiateurs de
I'immunité (macrophages, lymphocytes) ou les éléments
pathogeénes (bactéries). La fonction de nombreuses protéines
d’origine sanguine reste inchangée dans le LCR (Thompson,
2005). Ainsi, on retrouve des protéines de transport spécifique
ou non spécifique (transferrine, haptoglobine, hémoplexine ou
albumine), d’enzymes (prostaglandine D2 synthase, a-2-macro-
globuline, o-1-antitrypsine, céruloplasmine, lysozyme, éno-
lase) et des protéines de la réponse immunitaire et de
I'inflammation (IgG, protéines C3 et C4 du complément, C-
reactive protein, serum amyloid A, orosomucoide...). Des pepti-
des et protéines provenant du SNC sont également présents
dans le LCR, comme par exemple, la GFAP, la myelin binding
protein, la protéine S100, les neuropeptides et neurotransmet-
teurs. Leur détection est particuliérement utile dans 1'évalua-
tion du statut physiopathologique cérébral. Du point de vue du
protéome complet du LCR, les analyses protéomiques en 2D, et
surtout en LC-MS-MS et autres technologies de pointe, ont
permis de détecter plus de 3000 constituants peptidiques et
protéiques différents comme 1'Apo-E, la cystatine C, mais
aussi I'IL-6, la neuromoduline, la GFAP, I'hypocrétine-1 ou la
14-3-3 (Pan et al.,, 2007 ; Ramstrom et al., 2004 ; Shores et
Knapp, 2007 ; Roche et al., 2008).
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3. Caractéristiques des marqueurs
biologiques du LCR dans les démences

Trois principaux marqueurs biologiques ont été particuliere-
ment étudiés dans le LCR : la protéine Tau totale, sa forme
phosphorylée phospho-Tau et le peptide A-B. Témoins des
deux lésions histopathologiques de la MA, leur validation est
actée pour le diagnostic positif de la MA, et reste a définir pour
les stades précoces de l'affection et dans les diagnostics
différentiels.

3.1.  Dosage de la protéine Tau et de sa forme phosphorylée

La protéine Tau est une protéine associée aux microtubules,
favorisant leur assemblage et leur stabilisation. Suite a des
épissages alternatifs de son ARN messager, sont générées six
isoformes de 352 a 441 acides aminés en fonction de
I’épissage des exons 2, 3 ou 10 et du nombre de répétition
3 ou 4 des microtubule binding domains. L’expression des
différentes isoformes de Tau est variable selon les tissus et
I’dge (formes embryonnaires). Le terme de Tau totale inclut
I'ensemble des différentes isoformes de la protéine Tau. La
fonction de Tau est essentielle pour le maintien des
transports antéro- et rétrogrades neuronaux. Cette fonction
estrégulée par des mécanismes de phosphorylation. Lorsque
la protéine Tau est hyperphosphorylée, elle perd sa fonction
stabilisatrice et s’agrége au niveau neuronal sous forme de
dégénérescences neurofibrillaires (DNF) (Buerger et al., 2006 ;
Delacourte et al., 2002). Initialement, les premiers dosages de
concentration de la protéine Tau totale ont été effectués par
des techniques Elisa-sandwich utilisant des anticorps poly-
clonaux (Vandermeeren et al., 1993). Le développement des
Elisa, basé sur des anticorps monoclonaux, a permis un
dosage de l'ensemble des différentes isoformes de la
protéine Tau dans le LCR, dépendant ou non, de leur état
phosphorylé. Ainsi, 'anticorps HT7 sur I’épitope Tau 159-163
est spécifique de I'ensemble des isoformes de Tau indépen-
damment de leur état de phosphorylation. L’anticorps BT2
sur ’épitope Tau 194-198 est, lui, spécifique de toutes les
isoformes non phosphorylées de Tau. Les concentrations de
la protéine Tau varient avec I’dge de facon physiologique
comme suit :

e 136 + 89 pg/mL entre 21 et 50 ans ;
e 243 + 127 pg/mL entre 50 et 70 ans ;
e 341+ 171 pg/mL au dessus de 70 ans (Sjogren et al., 2001).

Dans les affections neurologiques chroniques de type
tauopathie ou non, la concentration de Tau totale dans le
LCR semble refléter l'intensité globale de la mort neuronale
(Blennow et Hampel, 2003) (Tableau 2). Les valeurs « seuil »
pathologiques correspondent a une concentration de Tau
supérieure a 400 pg/ml (valeurs de référence du test Elisa et
Hulstaert et al. (1999)).

L'une des avancées dans le champ des marqueurs
biologiques dans le cadre de la MA restent la possibilité de
doser de fagon indépendante les formes phosphorylées de Tau
ou phospho-Tau (P-Tau). Ainsi, les différentes P-Tau peuvent
étre analysés par Elisa sur différents épitopes dont principa-
lement les thréonines 181, 231 et les sérines 199, 235, 396 et
404. Le dosage le plus couramment utilisé est celui développé
par la société Innogenetics® dirigé contre l'épitope en
thréonine en 181. Les valeurs de référence varient avec
I’age. La valeur seuil pathologique de ce dosage est supérieure
a 60 pg/ml (valeurs de référence du test Elisa et Vanderstichele
et al. (2006)).

3.2 Dosage du peptide amyloide A-B

Les peptides amyloides A-p1-40 et A-B1-42 composent
principalement les plaques séniles. Ces peptides résultent
du clivage protéolytique de I'amyloid precursor protein (APP) par
la voie de la B-sécrétase (Selkoe, 1994). En situation patholo-
gique, 'activation de la voie y-sécrétase conduirait a 'accu-
mulation des peptides amyloides, induisant alors la formation
d’oligomeres neurotoxiques, puis de protofibrilles et fibrilles
amyloides (Selkoe, 1994). Dans les études physiopathologi-
ques, les peptides A-B sont détectables dans le parenchyme
cérébral apres électrophorése et immunoréplique. Dans le
domaine du diagnostic biologique, des techniques Elisa de
type sandwich avec des couples d’anticorps de capture et de
détection permettant de distinguer les deux types de peptides
A-B1-40 et 1-42 ont été développées. De nombreux kits sont
disponibles commercialement mais les plus couramment
utilisés sont ceux de la société Innogenetics™. La détection des

Tableau 2 - Variation attendue des biomarqueurs en fonction du diagnostic (Blennow et al., 2001)

Expected biomarkers variations depending on the diagnosis (Blennow et al., 2001)

Situation Tau P-Tau (181) Peptide A-g1-42
Sénescence normal (N) < 450 pg/mL < 60 pg/mL > 500 pg/mL

MA /' modérée /' modérée .

Dépression N N N

Parkinson N N N

Alcoolique N N N

Démence frontotemporale N ou / modérée N ou \, modérée N ou \, modérée
Démence a corps de Lewy N ou / modérée N \, modérée

M S Nou Ny

Accident vasculaire cérébral /' / transitoire N N

Démence vasculaire Variable N N ou \, modérée

MA : maladie d’Alzheimer ; MCJ : maladie de Creutzfeldt-Jakob.
AD: Alzheimer disease; CDJ: Creutzfeldt-Jakob disease.
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peptides A-B1-40 et 1-42, mais également de peptides plus patients prédémentiels avec un risque de progression vers la
courts, tronqués en amino-terminal et qui pourraient avoir un MA, voire pour prédire une MA chez des sujets cognitivement
intérét diagnostique (Sergeant et al., 2003), a été adaptée a la Nnormausx.

technologie liquide de type Luminex®. Cette technique permet
notamment de combiner le dosage des peptides A-B a ceux des
protéines Tau (Hansson et al., 2006). Des valeurs de référence 4. Intérét des marqueurs biologiques dans le
sur des populations non atteintes d’affection dégénérativeont ~ diagnostic des démences

été calculées et s’élévent pour A-p1-42 a 794 + 218 pg/mL

(Sjogren et al., 2001). Lors de la MA, les formes A-B1-42 qui sont 4.1. Intérét des marqueurs biologiques dans le

les plus amyloidogénes s’agrégent avant les formes A-81-40 diagnostic de MA

plus impliquées a des stades évolués de la maladie. Dans le

LCR, les peptides amyloides en formant les plaques amyloides Chez les patients atteints de MA comparés aux sujets témoins,
induisent une diminution de la concentration d’A-p1-42. Les les concentrations de Tau et de P-Tau dans le LCR augmentent
résultats combinés de 13 études réalisées sur un total de 600 alors que celles du peptide A-B1-42 diminuent (Blennow et
patients et sur 450 témoins montrent pour ce dosage d’A-B1- Hampel, 2003). Les résultats combinés de nombreuses études
42 une sensibilité et une spécificité pour la MA de plus de 80 % sur 2500 patients MA et 1300 témoins ont rapporté une
(Andreasen et Blennow, 2005). Ces taux faibles d’A-B1-42 dans élévation de Tau dans le LCR avec une sensibilité et une
le LCR semblent corrélés a l'intensité des dépots d’A-B au spécificité de 82 et 88 %, respectivement, pour le diagnostic
niveau des plaques amyloides dans le néocortex et I'hippo- positif de MA (Andreasen et Blennow, 2005). La mesure de P-
campe dans les cerveaux autopsiés. Cependant, un taux faible Tau, quelle que soit la méthode choisie, montre une
de ce marqueur biologique est également retrouvé dans des augmentation dans le LCR des sujets atteints de MA avec
pathologies souvent dépourvues de plaques amyloides, telles une spécificité qui semble meilleure que pour la Tau totale
que la maladie de Creutzfeldt-Jakob, la sclérose latérale (souvent supérieure a 90 %). Pris isolément, A-B, Tau et P-Tau
amyotrophique et l'atrophie multisystématisée. Ainsi, le apportent une aide diagnostique significative malgré leur
ratio A-B1-42/A-p1-40 semble d’'un plus grand intérét que faible sensibilité. Afin d’optimiser le diagnostic, il est possible
le peptide A-B1-42 seul pour le diagnostic positif de MA (Graff- de combiner ces trois biomarqueurs pour obtenir une meilleur
Radford et al., 2007). L’augmentation du ratio A-p1-40/A-B1- sensibilité et spécificité (Tableau 2). L'utilisation du ratio A-B1-

42 semble également intéressante pour diagnostiquer les 42/A-B1-40 (Graff-Radford et al.,, 2007), de la combinaison

3 :

A 2000~ . B : pTau =60
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Fig. 2 - Combinaison des trois biomarqueurs pour le diagnostic positif de la MA (d’aprés Hulstaert et al., 1999). A : il est
possible de représenter sur un méme graphique ’A-31-42 et la Tau totale et d’établir un seuil variable discriminant d’A-31-
42 selon la formule établie empiriquement en utilisant les kits Innogenetics®™ : A-31-42 = 240 + 1,18 x Tau. Il est alors
possible d’utiliser un index « A-31-42 — Tau » ou ATI = A-342/(240 + 1,18 x Tau) qui, lorsqu’il est inférieur a 1 (partie sous la
courbe pointillée), est en faveur du diagnostic de MA. B : il est également possible de combiner graphiquement les trois
marqueurs en représentant ’ATI en fonction de la valeur de P-Tau. Gela permet de définir trois secteurs d’intérét : ® avec un
ATI normal et une valeur de P-Tau inférieure a 60 pg/mL, on est dans des conditions physiologiques normales ; @ dans ce
secteur, on retrouve les caractéristiques classiques de la MA avec un ATI inférieur a 1 et surtout une P-Tau élevée. Cette
combinaison permet d’obtenir une grande spécificité pour le diagnostic de MA ; ® sont présents dans cette section les
formes associant une augmentation significative de Tau et/ou une diminution de A-31-42 en I’absence d’accroissement de
P-Tau. On y retrouve toutes les formes de neurodégénérescence ainsi que certaines MA.

Combination of three biomarkers for the positive diagnosis of AD (Hulstaert et al., 1999). A: Innogenetics™ kits use an empiric formula
(A-B1-42 = 240 + 1.18 x Tau) to draw A-31-42 and total Tau on the same chart and to establish a discriminating threshold

ofA- B1 —42. This formula produces an index “A-31-42 - Tau”’ or ATI = A-B42/(240 + 1.18 x Tau). An index below 1 (part under the
dotted curve) is in favor of the diagnosis of AD. B: graphically combining the three markers by representing ATI as a function of
P-Tau defines three areas: ® normal physiological condition with a normal ATI and P-Tau less than 60 pg/mL, @ classical
characteristics of AD with ATI less than 1 and evelated P-Tau. This combination is highly specific for AD diagnosis, ® significant
increase of Tau and/or a decrease of A-31-42 without increased P-Tau. This area includes all forms of neurodegeneration and some AD.
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de P-Tau et de I'index ATI (Hansson et al., 2006) (Fig. 2) semble
également tres intéressante.

4.2. Marqueurs biologiques du LCR a un stade précoce de
la MA (mild cognitive impairment [MCI]), intérét comme
facteur pronostic de 1’évolution de la maladie ?

L’intérét porté depuis ces derniéres années aux critéres
diagnostiques de MCI et aux facteurs de « conversion » a la
phase d’état prédémentielle refléte I'importance d'un diag-
nostic précoce. L'organisation des soins, les mesures médi-
cosociales etla prise en charge plurimodale sont d’autant plus
efficaces que le diagnostic est réalisé précocement. De plus, le
développement de nouvelles stratégies symptomatiques
(correction des facteurs de risque), cognitives (stimulation
cognitive multidomaine) et médicamenteuses visant a ralen-
tir, voire a stopper le processus dégénératif en cours,
nécessitent des outils diagnostiques a la fois objectifs et
précoces. Les dosages de Tau totale, P-Tau et A-g dans le LCR
semblent particulierement intéressants comme potentiels
marqueurs du pronostic de 1’évolution vers la MA. En effet,
le taux pathologique d’au moins deux de ces marqueurs
suffirait pour prédire les patients prédémentiels (MCI) qui vont
« convertir » vers une MA des patients qui vont rester stables
(Parnetti et al., 2006). Dans une large série de MCI suivis sur six
ans, 'association de Tau et de A-B1-42 permet de discriminer
les patients qui vont rester stables de ceux qui vont évoluer
vers une MA avec une sensibilité de 95 % et une spécificité de
83 % (Herukka et al., 2007). Ces biomarqueurs semblent méme
plus discriminants que I'dge, le sexe, le niveau socioculturel, le
génotype Apo-E et le taux d’homocystéine plasmatique dans
cette conversion. Ainsi, les patients MCI avec une réduction de
la concentration dans le LCR de ’A-B1-42 ont un risque 5,5 fois
supérieur de développer une démence par rapport aux
patients avec un dosage normal d’A-p1-42. L’augmentation
de la concentration de Tau et de P-Tau accroit ce risque de
conversion, respectivement, de 9,5 et de 8,7 fois (Hansson
et al.,, 2006). De méme, l'utilisation du ratio A-B1-42/A-p1-40
(Graff-Radford et al., 2007), de la combinaison de P-Tau et de
I'index ATI (Hansson et al., 2006) (Fig. 2) peut également étre
utilisée pour le diagnostic précoce de conversion en MA des
patients prédémentiels (Parnetti et al., 2006).

4.3. Marqueurs biologiques du LCR dans les autres
démences non MA, intérét pour le diagnostic différentiel

L’analyse combinée de ces trois biomarqueurs permet
également une évaluation des diagnostics différentiels
(démence frontotemporal, démence a corps de Lewy, démence
vasculaire). Les caractéristiques de ces biomarqueurs dans les
diagnostics différentiels sont représentées dans le Tableau 2.
Par exemple, la concentration de P-Tau dans le LCR est
normale dans les démences vasculaires, frontotemporales et a
corps de Lewy, le syndrome dépressif et la maladie de
Parkinson.

Le dosage des marqueurs biologiques dans le LCR, en
particulier la protéine 14-3-3 et la protéine Tau, est également
essentiel pour le diagnostic de la maladie de Creutzfeldt-Jakob
(MCJ). La protéine 14-3-3 comme protéine ubiquitaire particu-
lierement abondante dans les neurones a fait 'objet de

Témoin MCJ

PM + * + + =
el

39 kDa ==
14-3-3

28 kDa =

7

Fig. 3 — Western blot de la protéine 14-3-3 dans le LCR. La
détection de la protéine 14-3-3 par western blot dans le LCR
a été réalisée avec un anticorps dirigé contre toutes les
isoformes de la protéine 14-3-3. Des témoins positif (+) et
« douteux » (+) sont comparés aux bandes obtenues avec
des LCR de patients MCJ + et —. PM : poids moléculaire.
Western blot of the 14-3-3 protein in CSF. The detection of the
14-3-3 protein by western blot in the CSF was performed with
an antibody directed against all isoforms of the 14-3-3 protein.
Positive (+) and “doubtful” (=) samples are compared to the
bands obtained with CSF from patients with CJD + and —. PM:
molecular weight.

nombreux travaux confirmant son intérét pour le diagnostic
clinique (Harrington et al., 1986 ; Hsich et al., 1996 ; Zerr et al.,
1996). La détection de la protéine 14-3-3 par western blot permet,
en effet, un diagnostic positif d'une MCJ sporadique avec une
sensibilité et une spécificité de plus de 90 % (Fig. 3). Ce diagnostic
est actuellement réalisé en France par cing laboratoires, dont
nous faisons partie, fonctionnant en réseau (Paris, Reims, Lyon,
Bordeaux et Montpellier). Toutefois, son augmentation peut
étre mise en évidence dans d’autres affections associées a un
dommage cellulaire rapidement évolutif du tissu cérébral
(encéphalites virales, métaboliques, toxiques, auto-immunes,
état de mal épileptique, accident vasculaire ou sclérose en
plaque d’évolution rapide). Ainsi, méme si leur utilité est
moindre que la 14-3-3 avec des sensibilités et spécificités
inférieures a 80 %, la neuron specific enolase (NSE), la protéine S100
et la protéine Tau totale ont été considérées pour le diagnostic
de MCJ (Beaudry et al., 1999). Les résultats du dosage la Tau
totale dans le CDJ sont bien supérieurs a ceux mis en évidence
dans la MA et peuvent dépasser 6000 pg/ml. Le seuil patholo-
gique pour la Tau totale est estimé a plus de 1000 pg/ml (Satoh
etal., 2006). De plus, la protéine Tau en association avecla 14-3-3
permet une optimisation du diagnostic de la forme infectieuse
ou acquise de la « vache folle », dit du « nouveau variant » de la
MCJ, en majorant la sensibilité du diagnostic de 50290 % (Peoc’h
et al., 2006a).

5. Applications des marqueurs biologiques du
LCR dans les démences

5.1.  Application en pratique clinique dans les centres
experts

Basés sur les différents intéréts de l'utilisation des marqueurs
biologiques du LCR dans le champs d’investigation des
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démences, le dosage des trois principaux marqueurs biologi-
ques du LCR tendent a se généraliser dans les certains centres
experts mémoire ressources et recherches. Toutefois,
I'ensemble des données des marqueurs biologiques ne doit
en aucun cas étre interprété de facon isolée. Ces marqueurs
biologiques représentent une aide au diagnostic en associa-
tion avec les données cliniques, neuropsychologiques, d’'ima-
gerie morphologique et fonctionnelle. De plus, la réalisation
du dosage de ces biomarqueurs nécessite des conditions
préanalytiques standardisées qui ont été définies. Par exem-
ple, les peptides A-B, particulierement hydrophobes, requie-
rent des tubes de prélevement et de stockage en polypropyléne
(Schoonenboom et al., 2005) et un stockage a —80 °C. En effet,
leur stabilité est bien meilleure a —80 °C qu’a —20 °C ou 4 °C, et
leur dosage peut étre altéré aprés plusieurs cycles de
congélation/décongélation. 11 est également conseillé de
respecter les mémes recommandations pour la protéine Tau
méme si son risque d’absorption sur les tubes est moindre et
que sa stabilité aux cycles de congélation/décongélation est
supérieure.

5.2. Avancées en recherche

Basés sur les investigations de protéomique clinique, d’autres
marqueurs biologiques sont en cours d’analyse (Tableau 1) en
tant que marqueur diagnostique de la MA et comme facteur
prédictif de conversion MCI/MA. Certains semblent promet-
teurs, toutefois, leur réel intérét clinique nécessite des
validations ultérieures avant une éventuelle utilisation en
pratique clinique. Par exemple, l'activité de beta site APP
cleaving enzyme 1 (BACE1) dans le LCR est augmentée dans la
MA et la MCJ sporadique (Peoc’h et al., 2006b). Le dosage de
S$100-B, marqueur de la glie radiaire, semble aussi encoura-
geant en recherche, mais il n'est pas utilisé en pratique
diagnostique. Une analyse en 2D sur les LCR de 34 patients
atteints de MA comparés a 34 sujets témoins matchés en dge a
récemment mis en évidence 23 « spots » différentiels. Ils
correspondent a des protéines impliquées dans le transport du
peptide A-B, la réponse inflammatoire, 'inhibition protéoly-
tique et la fonction cellulaire neuronale. Ce panel de protéines
peut étre utilisé pour la différenciation des sujets MA et
témoins avec une sensibilité de 93 % et une spécificité de 90 %
(Finehout et al., 2006). D’autres biomarqueurs ont également
été détectés par d’autres techniques de protéomique, comme
la cystatine C, les deux isoformes de la -2-microglobuline et le
polypeptide du VGF de 4,8 kDa. Ces marqueurs biologiques
pourraient permettre un diagnostic de MA avec une forte
sensibilité et spécificité (Carrette et al., 2003).

Un panel de 17 marqueurs biologiques potentiels ont été
mis en évidence par la technique de SELDI-TOF“-MS, en
comparant 57 sujets MCI converteurs et 56 MCI stables sur
quatre ans de suivi. Parmi les 17 protéines, cing ont pu étre
identifiées, elles correspondent au fragment C-terminal de
l'ostéopontine phosphorylée, a 1'ubiquitine, a la B-2-micro-
globuline, aux C3a et C4a anaphylatoxine des arginines
(Simonsen et al., 2007). Bien que la valeur diagnostique réelle
de ces marqueurs biologiques nécessite leur confirmation sur
des études en population, l'identification de nouvelles pro-
téines optimise nos connaissances sur le processus physiopa-
thologique de I'affection.

6. Conclusion

L’analyse clinique protéomique du LCR représente un outil
majeur dans la découverte de marqueurs biologiques dans le
champ des affections neurologiques. L'intérét d'un diagnostic
précoce et valide s’est avéré croissant, en particulier dans les
affections neurodégénératives comme la MA. Les marqueurs
biologiques du LCR apparaissent comme des outils essentiels
en terme de diagnostic, de pronostic et de valeur prédictive de
I’état présymptomatique ; ils permettent également d’appro-
cher les mécanismes physiopathologiques des affections
neurologiques. Malgré les difficultés inhérentes a l'analyse
protéomique du LCR (traitements préanalytiques rigoureux,
variations physiologiques, complexité qualitative et quanti-
tative), la majorité des études avancent des applications
cliniques significatives. L’apport des méthodes de préfrac-
tionnement et de nouvelles techniques de protéomique
contrdlées par des conditions préanalytiques rigoureuses
pourra permettre, prochainement, de nouvelles avancées
dans le domaine des marqueurs biologiques du LCR. En
parallele, I’étude de ces marqueurs biologiques est en cours de
validation dans d’autres fluides biologiques, et en particulier,
dans le plasma.
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