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Per me si va ne la citta dolente,
per me si va ne |'etterno dolore,

per me siva tra la perduta gente

Giustizia mosse il mio alto fattore;
fecemi la divina podestate,

la somma sapienza e ’l primo amore

Dinanzi a me non fuor cose create
se non etterne, e io etterna duro.

Lasciate ogne speranza, voi ch’intrate’

[Par moi I’'on va dans la cité dolente,

Par moi I’on va dans I’éternelle douleur,

Par moi I’'on va parmi la gent perdue,

La justice inspira mon sublime artisan ;

La divine puissance m’a faite,

Et la Sagesse supréme et le premier Amour.
Avant moi il ne fut rien créé

Sinon d’éternel, et moi je jure éternellement.

Vous qui entrez laissez toute espérance.]

La Divine Comédie, L’enfer - chant lll

Dante

[Trad. Alexandre Masseron, Ed. Albin Michel ; 1960]



Roland est fou et Olivier est sage

Mais tous les deux d’un terrible courage
Et dés qu’ils sont a cheval et en armes
La mort plutot que d’esquiver bataille
[...]

Et Othon frappe un paien Estrugans

Sur son écu en haut sur le c6té

Lui fait sauter le vermeil et le blanc

De son haubert lui déchire les pans
Dans le corps plonge son bon épieu tranchant
Il ’'abat mort de son cheval courant

Et il lui dit : Pour toi fin de partie

[...]

La bataille est merveilleuse et totale

[...]

La bataille est merveilleuse et urgente
[...]

La bataille est merveilleuse et puissante

Rien de si fort avant et depuis lors

Chanson de Roland, Laisses 87 ; 101 ; 104 ; 126 ; 230

Trad. Frédéric Boyer, Rappeler Roland, Ed. P.O.L 2013

Ecco.
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Résumé

Les troubles neurocognitifs (TNC) dégénératifs sont des maladies caractérisées par une altération
cognitive progressive, allant du stade précoce jusqu’au stade le plus tardif et la perte
d’autonomie. lls partagent comme caractéristiques communes une perte neuronale et une
accumulation de différentes protéines agrégées au niveau du systéme nerveux central : on parle
alors de « protéinopathies ». Le diagnostic définitif de ces maladies repose sur I'étude
neuropathologique des |ésions cérébrales et de la caractérisation des protéines associées a ces
Iésions ; |ésions qui sont de plus trés souvent multiples chez un méme individu. Sur le plan
clinique, les TNC dégénératifs regroupent des maladies aussi diverses que la maladie d’Alzheimer,
la Démence a Corps de Lewy (DCL), les Dégénérescences Lobaires Fronto-temporales (DLFT) ou les
maladies a Prions. Les protéines associées sont respectivement les protéines Tau et les peptides
amyloides, I'a-synucléine, la protéine TDP43 et la protéine Tau pour les DLFT et la protéine prion
(PrP). Notre travail de recherche a été tout d’abord focalisé sur le développement de méthodes
trés sensibles et spécifiques d’identification de la PrP afin de décrire sa localisation tissulaire,
d’envisager sa détection dans les fluides biologiques et d’étudier le caractere de transmission de
différentes souches animales a 'homme. Sur la base de notre expérience dans les maladies a
Prions, nous avons poursuivi notre travail par I'étude des profils moléculaires de la protéine
TDP43, qui présente un comportement prion-like, dans différents tissus et éléments figurés du
sang. Le développement des méthodes d’identification des principaux variants génétiques
retrouvés dans les DLFT a également été mené. Les perspectives qui s'ouvrent sont maintenant
de caractériser ces variants génétiques de facon plus précise et sur le plan protéique de
développer des techniques spécifiques d’amplification et de caractérisation de ces protéines pour
décrire plus finement les souches. Cela nous permettra de réaliser des corrélations entre les
phénotypes cliniques et les souches protéiques, en association aux anomalies génétiques quand

cela est pertinent.
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Liste des abréviations

A-Syn :alpha-synucléine

DCL : démence a Corps de Lewy

DLFT : dégénérescences lobaires fronto-temporales
ELISA : Enzyme Linked Immuno Assay

ESB : encéphalopathie spongiforme bovine

L-BSE : souche atypique d’ESB de type « L »

LCS : liquide cérébrospinal

MA : Maladie d’Alzheimer

MCJ : maladie de Creutzfeldt-Jakob

PrPc : protéine prion cellulaire / PrPsc : protéine prion pathologique / PrPres : protéine prion
pathologique résistante a la protéinase K

PMCA : Protein Misfolding Cyclic Amplification

PSP : paralysie supranucléaire progressive

RT-QuIC: Real-Time Quacking Induced Conversion

SCB : syndrome cortico-basal

SLA: sclérose latérale amyotrophique

TDP43 : transactive response DNA binding protein 43 kDa

TNC : trouble neurocognitif
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d’outils pour la caractérisation de la protéine TDP43 dans les fluides biologiques de
patients atteints de Dégénérescences Lobaires Fronto-Temporales (DLFT) ». UCB Lyon 1 :

ED 205 (Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences -Santé), en cours.

Direction de la thése de Doctorat d’Anthony Fourier : « Vers un marqueur biochimique
des Dégénérescences Lobaires Fronto-Temporales: variations quantitatives et profils
biochimiques de la protéine TDP43 dans différentes matrices biologiques ». UCB Lyon 1,
ED 476 (Neurosciences et Cognition) ; Soutenue le 30/11/2018. Autorisation de direction

de thése sans HDR obtenue auprés de I'Université Lyon 1 le 28/04/2015.

¢) Direction de Master 2

Mémoire de Master 2 Recherche de Flora Kaczorowski « Caractérisation des souches
d’Alpha-synucléine par la technique RT-Quic (Real Time-Quaking Induced Conversion) ».

UCB Lyon 1, Master 2 Neurosciences Fondamentales et Cliniques.

d) Autres activités d’encadrement

Participation comme jury a 4 théses d’exercice de Pharmacie et une thése de Médecine
Participation comme jury a la thése de Doctorat de Chloé Bost « Encéphalites a anticorps
anti-NMDAR : étude clinique et mécanistique ». UCB Lyon 1, ED 476 (Neurosciences et
Cognition) ; Soutenue le 20/10/2017.

Activités d’expertise et de participation aux sociétés savantes

Relectrice ponctuelle pour des projets de recherche pour le ministére Israélien des Sciences,
de la Technologie et de I’Espace ;

Relectrice ponctuelle ou réguliére pour des revues internationales a comité de lecture : Acta
Neuropathologica, Journal of Neurology, Alzheimer’s and Dementia, Experimental
Gerontology, European Journal of Neurology, Clinical Neurology and Neurosurgery, Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine, Journal of Alzheimer’s disease, Clinical Biochemistry,
Frontiers in Neurology

Membre de la Société Frangaise de Biologie Clinique

Membre de I’Association Nationale des Praticiens de Génétique Moléculaire



10. Publications et communications

a) Revues internationales a comité de lecture

41 articles publiés sur la période 2004 — 2019.

Predictive testing for Huntington disease over 24 years: evolution of the profile of the participants
and analysis of symptoms.

Ramond F, Quadrio |, Le Vavasseur L, Chaumet H, Boyer F, Bost M, Ollagnon-Roman E.
Molecular Genetics & Genomic Medicine. 2019 Aug 22, Early View: doi.org/10.1002/mgg3.881

The standardization of cerebrospinal fluid markers and neuropathological diagnoses brings to light
the frequent complexity of concomitant pathology in Alzheimer's disease: The next challenge for
biochemical markers ?

Fenouil T, Fourier A, Quadrio |, Streichenberger N, Bernardini S, Zima T, Perret-Liaudet A, Meyronet D.
Clin Biochem. 2019 Jun 10. doi: 10.1016/j.clinbiochem.2019.06.004.

Interdisciplinary Case Study: Geochemistry Meets the Clinic in Search for a Metal ALS Biomarker.

Sauzéat L, Bernard E, Perret-Liaudet A, Quadrio |, Vighetto A, Krolak-Salmon P, Broussolle E, Leblanc
P, Balter V.

iScience. 2019 Jan 25;11:531-535. doi: 10.1016/j.isci.2018.12.007. Epub 2019 Jan 10.

Isolated seizures are a common early feature of paraneoplastic anti-GABAB receptor encephalitis

A Maureille, T Fenouil, B Jouber, G Picard, V Rogemond, AL Pinto, L Thomas, F Ducray, | Quadrio, D
Psimaras, G Berzero, JC Antoine, V Desestret, ] Honnorat

Journal of Neurology, J Neurol. 2019 Jan;266(1):195-206. doi: 10.1007/s00415-018-9132-0. Epub 2018 Nov
20.

Development of an automated capillary nano-immunoassay - Simple Western assay - to quantify
total TDP43 protein in human platelet samples.

A. Fourier, J. Escal, E. Bernard, I. Lachman, A. Perret-Liaudet, P. Leblanc, I. Quadrio

Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2019 Jan;411(1):267-275. doi: 10.1007/s00216-018-1437-4. Epub
2018 Oct 29.

Trim9 and Trim67 are new targets in paraneoplastic cerebellar degeneration

Le Duy Do, Stephanie Gupton, Kunikazu Tanji, Sabine Brugiere, Yohann Couté , Isabelle Quadrio,
Veronique Rogemond, Nicole Fabien, Virginie Desestret, Jerome Honnorat.

Cerebellum. 2018 Oct 22. doi: 10.1007/s12311-018-0987-5.

C90rf72 protein plasmatic concentrations are similar between C9ORF72 expansion carriers and
non-carriers in frontotemporal dementia

A. Fourier, M. Formaglio, M. Sauvée, A. Perret-Liaudet, P. Latour , M. Bost , |. Quadrio
Dement Geriatr Cogn Disord. 2018 Sep 27;46(3-4):180-185. doi: 10.1159/000492963.
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Isotopic evidence for disrupted copper metabolism in amyotrophic lateral sclerosis.

L. Sauzéat, E. Bernard, A. Perret-Liaudet, I. Quadrio, A. Vighetto, P. Krolak-Salmon, E. Broussolle, P.
Leblanc, V. Balter

iScience, 2018 Aug 31;6:264-271. doi: 10.1016/].isci.2018.07.023. Epub 2018 Aug 1.

Amyloid-Beta Radiotracer [18F]BF-227 Does Not Bind to Cytoplasmic Glial Inclusions of
Postmortem Multiple System Atrophy Brain Tissue.

Mathieu Verdurand, Elise Levigoureux, Sophie Lancelot, Waél Zeinyeh, Thierry Billard, Isabelle
Quadrio, Armand Perret-liaudet, Luc Zimmer, Fabien Chauveau

Contrast Media & Molecular Imaging, vol. 2018, Article ID 9165458, 7 pages, 2018

Detection of CSF 14-3-3 Protein in Sporadic Creutzfeldt-Jakob Disease Patients Using a New
Automated Capillary Western Assay.

Fourier A, Dorey A, Perret-Liaudet A, Quadrio I.
Mol Neurobiol. 2018 Apr;55(4):3537-3545. doi: 10.1007/s12035-017-0607-2. Epub 2017 May 16.

Absence of evidence for a causal link between L-BSE and known forms of 2 sporadic CJD in human
PrP transgenic mice

Emilie Jaumain, Isabelle Quadrio, Laetitia Herzog, Fabienne Reine, Human Rezaei, Olivier Andréoletti,
Hubert Laude, Armand Perret-Liaudet, Stéphane Haik, Vincent Béringue

Journal of Virology, 2016 Nov 14;90(23):10867-10874.

Emergence of two prion subtypes in ovine PrP transgenic mice infected with human MM2-cortical
Creutzfeldt-Jakob disease prions.

Chapuis J, Moudjou M, Reine F, Herzog L, Jaumain E, Chapuis C, Quadrio |, Boulliat J, Perret-Liaudet
A, Dron M, Laude H, Rezaei H, Béringue V.

Acta Neuropathol Commun. 2016 Feb 5;4(1):10. doi: 10.1186/s40478-016-0284-9.

Cerebrospinal fluid AB40 improves the interpretation of AB42 concentration for diagnosing
Alzheimer’s disease.

A. Dorey, A. Perret-Liaudet, Y. Tholance, A. Fourier, I. Quadrio.
Front Neurol. 2015 Nov 27;6:247. doi: 10.3389/fneur.2015.00247. eCollection 2015.

Pre-analytical and analytical factors influencing Alzheimer’s disease cerebrospinal fluid biomarkers
variability.

A. Fourier, E. Portelius, H. Zetterberg, K. Blennow, I. Quadrio and A. Perret-Liaudet.

Clin Chim Acta. 2015 Sep 20;449:9-15. doi: 10.1016/j.cca.2015.05.024. Epub 2015 Jun 30.

Chasing the effects of Pre-analytical Confounders - a Multicentre Study on CSF-AD biomarkers

Maria Joao Leitdo, Inés Baldeiras, Sanna-Kaisa Herukka, Maria Pikkarainen, Ville Leinonen, Anja Hviid
Simonsen, Armand Perret-Liaudet, Anthony Fourier, Isabelle Quadrio, Pedro Mota Veiga, Catarina
Resende de Oliveira.

Front Neurol. 2015 Jul 8;6:153. doi: 10.3389/fneur.2015.00153. eCollection 2015.

11



CSF neopterin level as a diagnostic marker in primary central nervous system lymphoma.

Aurélien Viaccoz, Frangois Ducray, Yannick Tholance, Gleicy Keli Barcelos, Laure Thomas-
Maisonneuve, Hervé Ghesquiéres, David Meyronet, Isabelle Quadrio, Stéphanie Cartalat-Carel,
Jéréme Honnorat, Armand Perret-Liaudet.

Neuro-Oncology, 2015 May 25. pii: nov092.

The workflow from post-mortem human brain sampling to cell microdissection: a Brain Net Europe
study.

Meyronet D, Dorey A, Massoma P, Rey C, Alix E, Silva K, Perrin C, Quadrio |, Perret-Liaudet A,
Streichenberger N, Thomasset N, Honnorat J, Arzberger T, Kretzschmar H.

J Neural Transm. 2015 May 16.

Association of Cerebrospinal Fluid Prion Protein Levels and the Distinction Between Alzheimer
Disease and Creutzfeldt-Jakob Disease.

Dorey A, Tholance Y, Vighetto A, Perret-Liaudet A, Lachman I, Krolak-Salmon P, Wagner U, Struyfs H,
De Deyn PP, El-Moualij B, Zorzi W, Meyronet D, Streichenberger N, Engelborghs S, Kovacs GG,
Quadrio .

JAMA Neurol 2015 Mar 1;72(3):267-75. doi: 10.1001 Epub 2015 Jan 5.

Impact of harmonization of collection tubes on Alzheimer's disease diagnosis.

Lehmann S, Schraen S, Quadrio |, Paquet C, Bombois S, Delaby C, Dorey A, Dumurgier J, Hirtz C,
Krolak-Salmon P, Laplanche JL, Moreaud O, Peoc'h K, Rouaud O, Sablonniere B, Thouvenot E,
Touchon J, Vercruysse O, Hugon J, Gabelle A, Pasquier F, Perret-Liaudet A.

Alzheimers Dement. 2014 Oct;10(5 Suppl):5390-S394.e2. Epub 2013 Oct 23.

Change of the dependent variable.
Roubaud-Baudron C, Panhard X, Krolak-Salmon P, Quadrio I, Mégraud F, Salles N.
Neurobiol Aging. 2013 Jun;34(6):el. Epub 2013 Feb 4.

How to control the recombinant prion protein adhesion for successful storage through
modification of surface properties.

Vrlinic T, Debarnot D, Legeay G, Coudreuse A, El Moualij B, Zorzi W, Perret-Liaudet A, Quadrio |,
Mozetic M, Poncin-Epaillard F.

Biointerphases. 2012 Dec;7(1-4):66. Epub 2012 Oct 30.

Non-Adhesive Behavior of New Nanostructured PNIPAM Surfaces Towards Specific
Neurodegenerative Proteins: Application to Storage and Titration of Tau Proteins.

Vrlinic T, Debarnot D, Legeay G, Coudreuse A, El Moualij B, Zorzi W, Perret-Liaudet A, Quadrio |,
Mozetic M, Poncin-Epaillard F.

Macromol Biosci. 2012 Aug 27.
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Are the interactions between recombinant prion proteins and polymeric surfaces related to the
hydrophilic/hydrophobic balance?

Vrlinic T, Debarnot D, Legeay G, Coudreuse A, El Moualij B, Zorzi W, Perret-Liaudet A, Quadrio |,
Mozetic M, Poncin-Epaillard F.

Macromol Biosci. 2012 Jun;12(6):830-9. Epub 2012 Apr 17.

Risk of Alzheimer's Disease Biological Misdiagnosis Linked to Cerebrospinal Collection Tubes.

Perret-Liaudet A, Pelpel M, Tholance Y, Dumont B, Vanderstichele H, Zorzi W, Elmoualij B, Schraen S,
Moreaud O, Gabelle A, Thouvenot E, Thomas-Anterion C, Touchon J, Krolak-Salmon P, Kovacs GG,
Coudreuse A, Quadrio I, Lehmann S.

J Alzheimers Dis. 2012 Apr 10.

Cerebrospinal fluid collection tubes: a critical issue for Alzheimer disease diagnosis.

Perret-Liaudet A, Pelpel M, Tholance Y, Dumont B, Vanderstichele H, Zorzi W, Elmoualij B, Schraen S,
Moreaud O, Gabelle A, Thouvenot E, Thomas-Anterion C, Touchon J, Krolak-Salmon P, Kovacs GG,
Coudreuse A, Quadrio I, Lehmann S.

Clin Chem. 2012 Apr;58(4):787-9. Epub 2012 Feb 8

Oral Transmission of L-type Bovine Spongiform Encephalopathy in Primate Model.
Mestre-Francés N, Nicot S, Rouland S, Biacabe AG, Quadrio |, Perret-Liaudet A, Baron T, Verdier JM.
Emerg Infect Dis. 2012 Jan;18(1):142-5.

Impact of chronic Helicobacter pylori infection on Alzheimer's disease: preliminary results.
Roubaud-Baudron C, Krolak-Salmon P, Quadrio I, Mégraud F, Salles N.
Neurobiol Aging. 2011 Nov 29.

Study of the Adhesion of Neurodegenerative Proteins on Plasma-Modified and Coated
Polypropylene Surfaces.

Poncin-Epaillard F, Mille C, Debarnot D, Zorzi W, Moualij BE, Coudreuse A, Legeay G, Quadrio |,
Perret-Liaudet A.

J Biomater Sci Polym Ed. 2011 Sep 22. [Epub ahead of print]

Improvement of the detection of the neurodegenerative Alzheimer disorder through a specific
surface chemistry applied onto inner surface of the titration well.

C. Mille, D. Debarnot, W. Zorzi, B. El Moualij, A. Coudreuse, G. Legeay, I. Quadrio, A. Perret-Liaudet,
F. Poncin-Epaillard.

J Biomat Sci-Polym E. Ed. 2011 Sep 28 [Epub ahead of print]
Molecular diagnosis of human prion disease.

l. Quadrio, A. Perret-Liaudet & G. G Kovacs.
Expert Opin. Med. Diagn. Jul 2011, Vol. 5, No. 4: 291-306
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Decreased sABPPB, AB38 and AB40 cerebrospinal fluid levels in Frontotemporal Dementia.

A. Gabelle, S. Roche, C. Gény, K. Bennys, P. Labauge,Y. Tholance, I. Quadrio, L. Tiers, B. Gor, J.
Boulanghien, C. Chaulet, A.Vighetto, B. Croisile, P. Krolak-Salmon, A. Perret-Liaudet, J. Touchon,
S.Lehmann.

J Alzheimers Dis. 2011; 26(3): 553-63. Epub 2011 Jun 27.

Rapid screening and confirmatory methods for biochemical diagnosis of human prion disease.
S. Ugnon-Café, A. Dorey, J.M. Bilheude, N. Streichenberger, G. Viennet, D. Meyronet, A. Maues de
Paula, A. Perret-Liaudet, I. Quadrio.

J Virol Meth. 2011 Jul;175(1) : 216-23. Epub 2011 May 17.

CSF biomarkers in posterior cortical atrophy.

Seguin J, Formaglio M, Perret-Liaudet A, Quadrio I, Tholance Y, Rouaud O, Thomas-Anterion C,
Croisile B, Mollion H, Moreaud O, Salzmann M, Dorey A, Bataillard M, Coste MH, Vighetto A, Krolak-
Salmon P.

Neurology. 2011 May 24; 76(21):1782-8. Epub 2011 Apr 27.

Analytical Validation of Microdialysis Analyzer for Monitoring Glucose, Lactate and Pyruvate in
Cerebral Microdialysates.

Tholance Y, Barcelos G, Quadrio I, Renaud B, Dailler F, Perret-Liaudet A.

Clin Chim Acta. 2011 Mar 18;415(7-8):647-54. Epub 2010 Dec 24.

Correlations between soluble a/B forms of amyloid precursor protein and AB38, 40, and 42 in
human cerebrospinal fluid.

Gabelle A, Roche S, Gény C, Bennys K, Labauge P, Tholance Y, Quadrio |, Tiers L, Gor B, Chaulet C,
Vighetto A, Croisile B, Krolak-Salmon P, Touchon J, Perret-Liaudet A, Lehmann S.

Brain Res. 2010 Oct 21;1357:175-83. Epub 2010 Aug 14.

Genetic Creutzfeldt-Jakob disease associated with the E200K mutation: characterization of a
complex proteinopathy.

Kovacs GG, Seguin J, Quadrio I, Hoftberger R, Kapas |, Streichenberger N, Biacabe AG, Meyronet D,
Sciot R, Vandenberghe R, Majtenyi K, LaszI6 L, Strobel T, Budka H, Perret-Liaudet A.

Acta Neuropathol. 2011 Jan;121(1):39-57. [Epub 2010 Jul 1]

Inactivation of animal and human prions by hydrogen peroxide gas plasma sterilization.

Rogez-Kreuz C, Yousfi R, Soufflet C, Quadrio I, Yan ZX, Huyot V, Aubenque C, Destrez P, Roth K,
Roberts C, Favero M, Clayette P.

Infect Control Hosp Epidemiol. 2009 Aug; 30(8):769-77.

Creutzfeldt-jakob, Parkinson, Lewy Body Dementia and Alzheimer diseases: from diagnosis to
therapy.

Ingrid Dupierreux, Willy Zorzi, Isabelle Quadrio, Armand Perret-Liaudet, Gabor G. Kovacs, Ernst
Heinen and Benaissa Elmoualij.

Central Nervous System Agents in Medicinal Chemistry, Vol 9, Number 1, March 2009: 2-11.
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Rapid diagnosis of human prion disease using streptomycin in tonsil and brain tissues.

Isabelle Quadrio, Séverine Ugnon-Café, Maryline Dupin, Guillaume Esposito, Nathalie
Streichenberger, Pierre Krolak-Salmon, Anne Vital, Jean-Francgois Pellissier, Armand Perret-Liaudet
and Hervé Perron.

Laboratory Investigation, 2009 Apr;89(4):406-13. [Epub 2009 Feb 2]

Pathologic prion protein spreading in the peripheral nervous system of a patient with sporadic
Creutzfeldt-Jakob disease.

Favereaux, A. Quadrio, I. Vital, C. Perret-Liaudet, A. Anne, O. Laplanche, J. L. Petry, K. G. Vital, A.
Arch Neurol, 2004 May; 61(5):747-50

Prion protein accumulation involving the peripheral nervous system in a sporadic case of
Creutzfeldt-Jakob disease.

Favereaux, A. Quadrio, I. Perret-Liaudet, A. Vital, C. Ouallet, J. C. Brochet, B. Biacabe, A. G. Petry, K.
G. Kopp, N. Vital, A.

Neuropathol Appl Neurobiol, 2003, Dec; 29(6):602-5.

b) Revues nationales a comité de lecture

Parkinson's with tardive Creutzfeldt-Jakob disease: When there is more to it than meets the eye.
Laurencin C, Broussolle E, Streichenberger N, Thobois S, Quadrio |, Poisson A.
Rev Neurol (Paris). 2014 Feb; 170(2):148-50. Epub 2014 Feb 5. English

Contribution de I’analyse du LCR au diagnostic et au suivi évolutif d’'une méningite tuberculeuse.

C Caudie, Y Tholance, I Quadrio, S. Peysson.
Ann Biol Clin 2010 ; 68 (1) :1-5- French

¢) Principales communications affichées

Profils des biomarqueurs du LCS dans les DLFT-TDP43 génétiques.

Anthony Fourier, Flora Kaczorowski, Maité Formaglio, Emilien Bernard, Hélene Mollion, Mathilde
Sauvée, Isabelle Quadrio.

Journées de Neurologie de Langue Francaise, 2019 Lille; Poster A06. Prix du poster SFN

Efficacité des biomarqueurs du LCR pour discriminer les troubles psychiatriques primaires des
dégénérescences lobaires fronto-temporales (DLFT).

Anthony Fourier, Maité Formaglio, Héléne Mollion, Armand Perret-Liaudet, Mathilde Sauvée,
Isabelle Quadrio.

Journées de Neurologie de Langue Francaise, 2018 Bordeaux ; Poster A16. Prix du poster SFN
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LCO pFTAA detects synuclein aggregates in cerebral tissue from patients and animal models.

Fabien Chauveau, Elodie Ong, David Meyronnet, Mathieu Verdurand, Isabelle Quadrio, Armand
Perret-Liaudet, Thierry Baron, Marléne Wiart, Luc Zimmer, Frédéric Lerouge, Peter Nilsson, Per
Hammarstrom, Stéphane Parola

The 13" International Conference on Alzheimer’s & Parkinson’s Diseases (AD/PD), 2017 Vienne
(Autriche)

Does amyloid radiotracer [18f]BF-227 binds to cytoplasmic glial inclusions ?

Fabien Chauveau, Sophie Lancelot, Elise Levigoureux, Sebastien Alazet, Florence Cadarossanesaib,
Isabelle Quadrio, Armand Perret-Liaudet, Thierry Billard, Luc Zimmer, And Mathieu Verdurand

The 13™ International Conference on Alzheimer’s & Parkinson’s Diseases (AD/PD), 2017 Vienne
(Autriche)

Rapid screening method for biochemical diagnosis of human prion disease.

Armand Perret-Liaudet, Aline Dorey, Ingolf Lachmann, David Meyronet, Nathalie Streichenberger,
Virginie Desestret, Gabor Kovacs, Isabelle Quadrio

The 13" International Conference on Alzheimer’s & Parkinson’s Diseases (AD/PD), 2017 Vienne
(Autriche)

Diagnostic value of non-phosphorylated Tau in the CSF in neurodegenerative dementia.

Armand Perret-Liaudet, Ingolf Lachmann, Aline Dorey, Maité Formaglio, Hélene Mollion, Piotr
Lewczuk, Olivier Rouaud, Olivier Moreaud, Bernard Laurent, Pierre Krolak-Salmon, Isabelle Quadrio

The 12" International Conference on Alzheimer’s & Parkinson’s Diseases (AD/PD), 2015 Nice
(France)

d) Chapitres de livre

Pre-Analytical and Analytical Critical Factors Influencing the High Variability of the Concentrations
Levels of Alzheimer Disease Biomarkers in Cerebral Spinal Fluid.

A. Perret-Liaudet, A. Dorey, Y. Tholance, B. Dumont and I. Quadrio.

In : Understanding Alzheimer's Disease. Edited by Inga Zerr, ISBN 978-953-51-1009-5, 484 pages,
Editeur: InTech, Publié le 27 février 2013

Alzheimer’s Diseases: Towards Biomarkers for an Early Diagnosis.

B. Elmoualij, I. Dupiereux, J. Seguin, I. Quadrio, W. Zorzi, A. Perret-Liaudet and E. Heinen.

In: The Clinical Spectrum of Alzheimer’s Disease -The Charge Toward Comprehensive Diagnostic and
Therapeutic Strategies. Editeur: Suzanne De La Monte. ISBN 978-953-307-993-6. Parution septembre
2011, p. 221-242.

Actualités sur le risque « prions » en Anesthésie-Réanimation.

A. Perret-Liaudet, G. Barcelos, |. Quadrio.

In : Nouveaux risques en Anesthésie-Réanimation. Arnette Blackwell éditeur, collection « Risques »,
parution le 01/10/09. p 207-214
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e) Communications orales en anglais

Cerebrospinal fluid biomarkers for the diagnosis / prognosis of neurological disease.

Quadrio, I.; Formaglio M., Tholance Y., Barcelos G., Dailler F., Krolak-Salmon P., Croisile B., Vighetto
A., Perret-Liaudet, A.

IFCC — WORLDLAB EUROMEDLAB - Berlin 2011, 19/05/2011, Berlin (Allemagne).

NEUROSCREEN: differential diagnosis of neurodegenerative diseases — Application of real-time
immuno-PCR .

I. Quadrio, B EImoualij, A Perret-Liaudet, W Zorzi.

9th International Conference: Alzheimer & Parkinson Disease (AD/PD 2009). 11 mars 2009, Prague
(Rép. Tcheque).

f) Principales communications orales en francais

Maladies d’Alzheimer : bonnes pratiques et juste prescrire
| Quadrio, A Fourier, A Perret-Liaudet
22°™* Journées des Laboratoires Cliniques — UCL St Luc - 16/03/2019, Bruxelles (Belgique).

Marqueurs biologique des maladies dégénératives
| Quadrio, A Fourier, A Perret-Liaudet
2°™* Journées Francophones de Biologie Médicale (JFBM). 16/10/2018, Paris (France).

Dosages plasmatiques pour les maladies dégénératives : de la faisabilité aux études de cohorte.
| Quadrio, A Fourier, A Perret-Liaudet
Journées Scientifiques de la Fédération des Centres Mémoires. 28/09/19, Lyon (France)

Diagnostic biologique des maladies dégénératives

| Quadrio
Journée de I’ABBRA (Association des Biologistes des HOpitaux Bourgogne Franche Comté Rhéne
Alpes Auvergne). 07/06/2018, Bourgoin Jallieu (France).

Prions et démences : de Creutzfeldt-Jakob a Alzheimer et Parkinson.
| Quadrio & F Chauveau

Conférence Grand Public, Université Ouverte — Lyon 1 / Université Vie Active - Université Catholique
de Lyon. Cycle « Quand le cerveau se dérégle ». 09/01/2018, Lyon (France)

Quels marqueurs pour le diagnostic des autres pathologies dégénératives?

l. Quadrio

5°™ journées des Neurosciences de I'Hopital Neurologique. 28/09/2017, Lyon
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Prions et démences : de Creutzfeldt-Jakob a Alzheimer et Parkinson.
| Quadrio & F Chauveau

Conférence Grand Public, Université Ouverte — Lyon 1. Cycle « Quand le cerveau se déregle ».
22/11/2016, Lyon (France)

Détection de la pathologie amyloide: Intérét du dosage du peptide Ab40 dans le LCR.
Isabelle Quadrio, Héléne Mollion

13*™ réunion francophone sur la Maladie d’Alzheimer et les syndromes apparentés, 09/06/2016,
Lyon (France)

Les biomarqueurs dans les autres maladies neurodégénératives (Parkinson, démences
fronto-temporales, démences a corps de Lewy...).
| Quadrio, A Perret-Liaudet

Formation DPC (N°51941500002) 'Utilisation et maitrise des biomarqueurs de la neuro-
dégénérescence', College National des Enseignants de Biochimie et Biologie Moléculaire,
18/05/2016, Anglet (France)

Pathologies d’évolution rapide et difficulté diagnostique

| Quadrio
4eme journée annuelle du CMRR de Lyon. 27/11/2015, CH Le Vinatier, Bron (France)

Les marqueurs des affections neurodégénératives.
| Quadrio, A Perret-Liaudet
43¢ Colloque National Des Biologistes des Hopitaux, 4-7/11/2014, Marseille (France)

Diagnostic des maladies a Prions : tests biologiques.

I Quadrio. 1°" journée d’actualité sur les maladies & Prions : « Diagnostic et prise en charge en
2012 » organisée par le Centre National de Référence des ATNC. 13/12/2012, Paris

Apports des biomarqueurs du LCR pour le diagnostic précoce et différentiel de la maladie
d’Alzheimer

I Quadrio. 5émes journées pharmaceutiques et biologiques de la Faculté de Pharmacie de
I’'Université Saint Joseph. 23-25 avril 2012, Beyrouth (Liban)

Marqueurs diagnostiques dans le LCR : MCJ et diagnostics différentiels.

| Quadrio, A Perret-Liaudet. Journées de Neurologie de Langue Francaise (JNLF); Interface Société
des Neurosciences / Société de Neurologie. 29 avril 2010, Lyon (France).

L’adhésion protéinique : illustration avec les protéines neurodégénératives.

l. Quadrio. 3éme colloque Bioadhésion, biocontamination des surfaces « BioAdh 2009 ». 18 novembre
2009, Le Mans (France).
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11. Contrats de recherche et financements

2019

2013-2016

2010/2012

2009/2010

2006 — 2009

Etude « NfL-COG: intérét du dosage plasmatique des neurofilaments et d’un panel
de biomarqueurs dans le bilan des troubles cognitifs d’origine psychiatrique et
neurodegenerative » (CSRL09). Financement par le Conseil Scientifique de la

Recherche du CH Le Vinatier (69). Investigateur associé.

Projet Européen « BIOMARKAPD » : Biomarkers for Alzheimer’s disease and
Parkinson’s disease. Financé dans le cadre du JPND (Joint Programme —
Neurodegenerative Disease Research), coordonné par le Karolinska Institutet — Suede
(Pr Wingblad).

Membre associée, Groupe de travail sur la comparaison des performances
analytiques des réactifs de dosages des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer de

la maladie de Parkinson (Tache D1, responsable Dr Armand Perret-Liaudet).

Projet financé par la fondation Alliance Biosécure (FABS) :

« PrionBloodConfirm »: Optimisation, evaluation and validation of a Protein
Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) based confirmatory screening assay to detect

prions in human blood. A French and British Collaborative Study.

Membre associée, responsable de I'optimisation de la phase préanalytique par

I'utilisation de la streptomycine.

Projet financé par la fondation Alliance Biosécure (FABS) : « BoHuToHu » :
Comparison of Bovine BSE-L and Human CJD prions phenotypic traits upon

transmission To Human PrP transgenic mice.

Membre associée, évaluation du risque de transmissions des souches

d’Encéphalopathie Spongiforme Bovine de type L a 'homme.

Programme Européen de recherche “Neuroscreen: Sensitive and differential blood
and cerebrospinal fluid test for neurodegenerative dementia diagnosis”

Financé par le 6™ programme cadre Européen (FP6) pour la recherche et le
développement économique en Europe, coordonné par I'Université de Liege

(Belgique, Pr. W. Zorzi), LSHB-CZ-2006-037719.
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Parcours et motivations pour présenter |'HDR

Durant mon cursus universitaire a I'Université Lyon 1, jai mené en parallele des études de
Pharmacie a la faculté de Pharmacie de Lyon et un cursus scientifigue a I'Ecole Doctorale
Interdisciplinaire Sciences et Santé (EDISS, ED 205). J'ai ainsi pu obtenir en 2005, a la fin de mon
Internat, un dipldme d’Etat de Docteur en Pharmacie complété d’un Dipléme d’Etudes Spécialisées
de Pharmacie Spécialisée et en 2008 le grade de Docteur par l'obtention d’'un Doctorat en

Neurosciences.

Ma thématique de recherche durant mon doctorat était centrée sur le développement d’outils
permettant le diagnostic par la caractérisation de marqueurs étiologiques, dans les tissus
périphérique ou les liquides biologiques, des maladies a Prions. Cette thématique découlait
directement de mon activité de routine spécialisée de diagnostic biologique de ces maladies au
laboratoire de biochimie de I'Hépital Neurologique et Neurochirurgical Pierre Wertheimer (Lyon,
HCL). En effet, le laboratoire était situé au sous-sol de I’hdpital, et les biologistes étaient tres proches
des cliniciens experts de ces pathologies. Lorsqu’en 1996 le premier cas francgais de nouvelle variante
de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (nv-MCJ) liée a I'’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) a été
décrit par une équipe de neurologues et de neuropathologistes de I’'HOpital Neurologique, disposer
d’un marqueur spécifique et sensible pour le diagnostic de ces maladies est devenu un enjeu
important (Chazot et al. 1996). En effet, si les maladies a Prions sur la forme classique étaient bien
connues, le diagnostic du vivant du patient reposait sur des faisceaux d’arguments cliniques,
paracliniques et radiologiques mais sans marqueur biologique. Le diagnostic de certitude reposait, et
repose toujours, sur I’'examen histopathologique du tissu cérébral. L'émergence d’une forme clinique
touchant cette fois les adultes jeunes et étant possiblement d’origine alimentaire, s’ajoutant aux
formes iatrogenes liées a I'administration d’hormone de croissance décrites depuis le milieu des
années 1980, a fortement dynamisé la recherche d’'un marqueur biologique. Si I'on avait déja pu a
I’époque identifier plusieurs protéines candidates dans le liquide cérébrospinal (LCS), les techniques
étaient difficiles a mettre en ceuvre et inenvisageables en routine. La caractérisation de ces protéines
comme étant la protéine 14-3-3 (P14-3-3) par une équipe américaine a permis le développement
d’un test diagnostic (Hsich et al. 1996). Son potentiel intérét et ses limites pour le diagnostic des
maladies a Prions ont été rapportés dés 1998 dans les recommandations de 'OMS (Zeidler et al.
1998). Dans ce contexte local et international, la recherche en routine de la P14-3-3 dans le LCS a pu

ainsi débuter en 1997 au laboratoire.
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C’est ainsi que lorsque je suis arrivée comme interne en biologie dans le service en 2001, j'ai
intégré ce secteur spécialisé. En paralléle des activités diagnostiques spécialisées, I'identification d’un
marqueur plus spécifique que la P14-3-3 s’est rapidement imposée comme un axe de recherche et
développement important. L'enjeu était de pouvoir mettre en évidence et caractériser dans les
fluides biologiques le marqueur étiologique, et non indirect, de ces maladies. La cible idéale a donc
été la forme anormale de la protéine prion, ou PrPsc, présente dans le tissu cérébral et reconnue
comme marqueur de la pathologie. Deux difficultés devaient étre surmontées : la tres faible quantité
possiblement présente dans les fluides biologiques et le fait que sa structure primaire et secondaire

soit identique a la forme cellulaire normale PrPc.

Pour répondre a la premiere question, I'objectif principal de ma these de doctorat était de
développer une technique capable de détecter spécifiquement de tres petites quantités de cette
forme anormale de protéine prion, si possible dans un tissu périphérique ou un fluide biologique
pour permettre un diagnostic précoce et de certitude du vivant du patient. Nous disposons a |I’"hopital
d’un laboratoire dédié a la manipulation des tissus a risques Prions (local spécifique de type L3) pour
réaliser les examens histologiques et biochimiques a visée diagnostique du tissu cérébral de patients
autopsiés dans le cadre des suspicions de Maladie a Prions. J’ai alors adapté la technique
ultrasensible utilisée en routine pour la caractérisation de la PrPsc dans ce tissu cérébral au nerf
péronier : cette piste était prometteuse, mais la sensibilité pour les formes sporadiques de maladies
a Prions n’était que de 30% (Favereaux et al. 2003, Favereaux et al. 2004). Afin d’améliorer cette
sensibilité, nous avons développé une nouvelle technique basée sur la précipitation de la PrPsc par
de la streptomycine. Nous avons validé cette méthode sur le tissu cérébral d’'une cohorte de 98
patients atteints de maladies a Prions confirmées sur le plan neuropathologique. Cette technique
s’est avéré étre tres sensible notamment a partir de faibles quantités de tissus (5 mg). Grace a cette
technique, nous avons également réussi a détecter la PrPsc dans les amygdales de patients atteints
de nv-MCJ (Quadrio et al. 2009). Un point tres important était également que les caractéristiques
biochimiques de la PrPsc du nv-MCJ étaient conservées par cette technique de préparation de

I’échantillon.

Dans l'objectif d’identifier spécifiquement la forme pathologique de PrPsc, j’ai participé au projet
de développement d’'un test spécifique de cette isoforme pathologique dans le cadre d'un
financement européen coordonné par I'Université de Liege (Neuroscreen LSHBCZ-2006-037719 ; Pr.
W Zorzi, Belgique). En collaboration avec la société Roboscreen, la production et la sélection

d’anticorps plus affins et plus sensibles a permis de développer un test ELISA de dosage de la PrP
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humaine, permettant d’atteindre les tres faibles concentrations de protéine prion présente dans le
LCS. Malheureusement, ce test n’est pas spécifique de la forme PrPsc. Nous avons néanmoins pu
montrer ses tres bonnes performances diagnostiques dans le LCS, notamment pour la différenciation

entre les formes d’évolution rapide de la Maladie d’Alzheimer (MA) et la MCJ (Dorey et al. 2015b).

Sur un plan plus mécanistique, nous nous étions intéressés au laboratoire a certaines similitudes
biochimiques entre les profils |ésionnels et moléculaires des maladies a Prions animales atypiques et
certaines formes atypiques de MCJ. J'ai ainsi participé a différentes études de transmission de tissu
humain dans différents modeles animaux, primates ou murins. En effet, il existe différentes
isoformes de PrPsc que I'on appelle « souches » par analogie au monde de la virologie et du fait de
I’hypotheése historique initiale de « virus lent » pour la nature de I'agent infectieux. Ces différentes
souches correspondent a différentes isoformes de protéines qui peuvent étre caractérisées par
Western-Blot et corrélées aux phénotypes cliniques de MCJ (Quadrio et al. 2011). Dans ces études
expérimentales chez I'animal, nous avons ainsi pu démontrer, dans le modeéle de souris
transgéniques humanisées utilisé, qu’il n’y avait pas de lien entre certaines formes atypiques de MCJ
et les formes atypiques d’ESB (Jaumain et al. 2016). Dans le cadre d’une étude internationale, nous
avons également pu décrire des profils particuliers de PrPsc dans la forme génétique la plus
fréquente de MCJ (dite « E200K »), aussi bien en terme de profil lésionnel neuropathologique que de
son profil biochimique. Cette étude de corrélation clinique — génétique — profil biochimique est tres
importante car trés souvent les formes génétiques de MCJ présentent des phénotypes cliniques
identiques aux formes sporadiques. Si cette souche particuliére associée a cette mutation E200K est

identifiée a I'autopsie, alors I'étiologie génétique doit étre envisagée (Kovacs et al. 2011).

En paralléle, ma thématique s’est élargie aux autres pathologies neurodégénératives. En effet,
I’émergence de marqueurs biologiques dans le LCS pour le diagnostic de la maladie d’Alzheimer
ouvrait un nouveau champ de développement pour le laboratoire. Un PHRC régional obtenu en 2004
a en effet permis I’évaluation de ces marqueurs pour le diagnostic de la MA et le développement
d’une nouvelle expertise dans notre laboratoire, avant de pouvoir proposer ces examens en routine
en 2008. En tant que biologiste hospitalier, jJai mené en collaboration avec d’autres équipes
francgaises un travail tres important sur I'impact de I'étape préanalytique sur les résultats de ces
dosages. Nous avons ainsi pu démontrer l'influence de la nature du plastique du tube de
préléevement utilisé sur les concentrations mesurées dans les échantillons de LCS (Perret-Liaudet et
al. 2012a, Perret-Liaudet et al. 2012b, Lehmann et al. 2014). Ces données ont par la suite été reprises

dans les recommandations internationales de bonnes pratiques de prélevement.
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Ces marqueurs représentent aujourd’hui un outil important de diagnostic pour la MA,
notamment dans les présentations mixtes, pour les formes atypiques non amnésiques et pour celles
touchant les adultes jeunes (Seguin et al. 2011). Initialement limités a la protéine Tau totale, sa
forme phosphorylée en 181 et le peptide AB1-42, ces marqueurs peuvent toutefois étre discordants
entre eux et étre d’interprétation délicate. Le dosage d’'un marqueur complémentaire, le peptide
AB1-40, permet de diminuer significativement la proportion de bilans ambigus. En effet, dans notre
expérience, ce dosage a permis de rectifier le diagnostic pour prés de 95% de ces bilans discordants
(Dorey et al. 2015a). Dans un effort de juste prescription, la stratégie actuelle dans notre laboratoire
consiste en la réalisation de ce dosage complémentaire selon les indications cliniques et en fonction

des résultats des marqueurs de premiére intention.

Le développement des marqueurs étiologiques de la MA a eu pour effet indirect de souligner
I'absence de marqueurs étiologiques pour les autres maladies neurodégénératives. En effet,
I'utilisation de ces marqueurs est en croissance quasi exponentielle dans notre laboratoire, comme
ailleurs en France : de 200 prélevements de LCS recus en 2008, nous en sommes arrivés pour I'année
2018 a expertiser environ 2900 prélévements. Mais trés souvent la question d'un diagnostic
différentiel avec un trouble neurocognitif (TNC) d’une autre étiologie que la MA se pose. Cette
guestion est aujourd’hui largement répondue par défaut par manque de marqueur étiologique des
autres TNC d’origine dégénérative. En effet, si le phénotype clinique de ces TNC est tres variable, ils
partagent sur le plan neuropathologique une caractéristique commune : |'agrégation et
I’'accumulation dans les neurones ou les cellules gliales de protéines mal conformées. A I'image de la
PrP dans les maladies a Prions, qui constituent un modeéle de choix pour ces maladies, les protéines
impliquées dans ces TNC sont présentes chez les personnes saines sous forme solubles et vont sous
certaines circonstances pathologiques former des oligomeres et s’agréger en polymere insolubles.
On regroupe toutes ces maladies sous le terme de « protéinopathie » (Kovacs and Budka 2010). Si ce
mécanisme est aujourd’hui bien reconnu pour ces autres TNC d’origine dégénérative, aucun

marqueur biologique étiologique n’est cependant actuellement disponible.

Ces similitudes physiopathologiques entre les TNC dégénératifs et les maladies a Prions m’ont
alors encouragé a m’intéresser a ces autres maladies qui ne disposaient pas de marqueurs
biologiques. C’'est dans cet objectif que jai confié¢ a Anthony Fourier, alors Assistant Hospitalo-
Universitaire dans notre laboratoire, la lourde tache de défricher les méthodologies d’identification
de marqueurs biologiques étiologiques des dégénérescences lobaires fronto-temporales (DLFT) liées

aux inclusions de protéine TDP43, dans le cadre de sa these de doctorat. Dans ce travail, nous avons
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pu montrer que le dosage pondéral de cette protéine dans les fluides biologiques n’est a I’heure
actuelle pas discriminant, probablement du fait d’'un manque de spécificité des anticorps disponibles.
En revanche, nous avons développé une méthode de caractérisation des profils qualitatifs de la
TDP43 dans différentes matrices biologiques par une technique automatisée et miniaturisée a haut
débit ; technologie innovante dont nous avions validé le potentiel pour la détection de la P14-3-3
dans le LCS (Fourier et al. 2018a). Ainsi, les profils qualitatifs de TDP43 identifiés dans les culots
plaquettaires pourraient devenir un marqueur candidat pour ces pathologies (Fourier et al. 2019a).
La variabilité génétique observée dans les DLFT pose également question concernant les liens entre
phénotype et génotype. Nous avons pu montrer dans une étude préliminaire que la concentration de
la protéine C9orf72 n’était pas modifiée entre les porteurs et les non porteurs de mutations sur le
géne C90ORF72, mutation la plus fréquente des formes génétiques de DLFT (Fourier et al. 2018c). Une
analyse qualitative de cette mutation va maintenant étre menée pour essayer d’expliquer ces

variations phénotypiques.

Ainsi, pour résumer mon parcours et en illustrer les principales étapes, une sélection d’articles se
trouve en derniére partie de ce manuscrit. lls refletent dans les grandes lignes I’évolution de mon
travail : la caractérisation de la PrPsc dans les tissus ou les fluides biologiques, I'amélioration de Ia
pratique clinique, le développement de nouveaux marqueurs et la caractérisation des protéines

impliquées dans les protéinopathies associées aux DLFT.

Le champ de recherche autour des biomarqueurs des TNC est extrémement dynamique et
passionnant. Mon expérience dans la thématique des maladies a Prions est un atout important pour
I’étude et la compréhension des autres TNC et notamment I'exploration des liens entre profils
protéiques / génotype / phénotype clinique. L’association entre des centres de référence et de
recours clinique (Centre Mémoire Ressources Recherche de Lyon, Centre de compétences pour les
maladies rares neurogénétiques d’expression tardives), un laboratoire hospitalo-universitaire expert
pour le diagnostic biologique et neuropathologique des pathologies dégénératives et I'équipe de
recherche BIORAN (Biomarqueurs radiopharmaceutiques et neurochimiques - Pr L. Zimmer, Centre
de Recherche en Neurosciences de Lyon) constitue un environnement idéal pour poursuivre ce
travail notamment en dirigeant les travaux des étudiants. C’est pour cela que je présente aujourd’hui

ma candidature a I'Habilitation a Diriger des Recherche.
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Contexte général et travaux antérieurs

1. Protéinopathies, souches et propagation « prion-like »

Les TNC dégénératifs regroupent des maladies trés diverses sur les plans phénotypiques et
neuropathologiques. lls partagent cependant des caractéristiques communes d’altérations acquises
et progressives des fonctions cognitives, d’un stage léger ou modéré jusqu’au stade majeur, le plus
tardif, correspondant a une perte d’autonomie. La maladie d’Alzheimer est le TNC dégénératif le plus
fréquent. On trouve ensuite principalement la Démence a Corps de Lewy (DCL) et les
Dégénérescences Lobaires Fronto-temporales (DLFT). Sur le plan physiopathologique, on retrouve
pour tous ces TNC un dysfonctionnement synaptique et pour la plupart un mécanisme
d’accumulation et d’agrégation de protéines mal conformées dans le tissu cérébral (Carrell and
Lomas 1997). Ces protéines sont physiologiques et donc présentes chez les personnes saines, le plus
souvent sous forme de monomeéres solubles, qui vont subir dans certaines circonstances
pathologiques un changement conformationnel entrainant la formation de polyméres insolubles. Ce

mécanisme définit ce que I'on appelle une « protéinopathie » (Kovacs and Budka 2010).

Ces accumulation de protéines peuvent survenir dans différentes régions cérébrales, toucher
différents types cellulaires et différents réseaux neuronaux, ce qui explique la diversité des
phénotypes cliniques associés. Cette particularité explique également que la symptomatologie ne
peut pas a elle seule préjuger de la nature de la Iésion protéique, ce qui complique le diagnostic
clinique étiologique du vivant du patient. La base de la classification neuropathologique associe donc
la symptomatologie clinique avec la caractérisation de la nature de la protéine impliquée, du type de
dépobts, de leurs localisations topographiques et de [lintensité des lésions a I'examen
neuropathologique. La classification moléculaire des protéinopathies tient également compte des
propriétés biochimiques de ces protéines et des éventuels variants génétiques associés. Les
protéines les plus fréquemment impliquées dans ces TNC neurodégénératifs sont les protéines Tau,
les peptides amyloides, I'alpha-synucléine (A-Syn), la protéine prion et la protéine TDP43 (Fig 1)
(Kovacs et al. 2010). Un point important a souligner est qu’il est trés rare qu’un seul type de protéine
soit retrouvé lors de I'examen du tissu cérébral de patients atteints de TNC. En effet, les co-lIésions

neuropathologiques semblent plutot étre la régle que I'exception (Kovacs et al. 2008).
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Fig. 1: Classification moléculaire des protéinopathies selon la nature de la protéine et sa

localisation intra ou extra-cellulaire (Kovacs et al. 2010)

Ainsi, par exemple, la classification des maladies a Prions repose sur I'association entre I'étiologie
(origine génétique, sporadique, acquise), le phénotype (maladie de Creutzfeldt-Jakob, Insomnie
Fatale, maladie de Gerstmann-Straussler-Scheinker, prionopathie sensible a la protéinase K), la
combinaison du profil biochimique de la PrPsc par Western Blot et le profil Iésionnel
neuropathologique (Quadrio et al. 2011). Le diagnostic définitif est donc complétement dépendant
de la caractérisation moléculaire de la protéine prion pathologique détectée dans le tissu cérébral du
patient. Pour différencier la forme cellulaire physiologique (PrPc) de la forme anormale pathologique
(PrPsc), on utilise généralement la différence de sensibilité vis-a-vis de la protéinase K (PK) entre ces
deux isoformes. La PrPc est entierement sensible a I'action de la PK, contrairement a la PrPsc qui n’y
est que partiellement sensible. Il subsiste alors une fraction résistance a cette protéase que I'on
nomme PrPres (Meyer et al. 1986). Une autre propriété importante est I'insolubilité de la PrPsc dans
les détergents. Couplé a une détection immunologique par un anticorps anti-prion, la combinaison

de ces deux particularités permet alors une détection trés sensible et spécifique de la PrPres et
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I'identification de ce que I'on appelle un profil moléculaire de la PrPres. On obtient alors un profil
spécifique a trois bandes correspondant aux états de glycosylation de la protéine. Sous I'action de Ia
PK, la forme non glycosylée de la protéine pathologique génére deux fragments N-terminaux de de
taille différentes que I'on nomme PrPres de type 1 et de type 2 (Fig 2) (Parchi et al. 1995, Parchi et al.
1996). Le fragment de type 1 correspond a une coupure au résidu 82 et possede une mobilité
électrophorétique apparente de 21 kDa alors que la PrPres de type 2 a une mobilité apparente de 19

kDa pour un site de coupure au résidu 97 (Parchi et al. 1997).
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Fig. 2 : Diversité moléculaire de la protéine Prion pathologique dans le tissu cérébral humain de

patients atteints de différentes formes de maladies a Prions (Quadrio et al. 2011)

Pour préciser encore un peu plus cette classification et améliorer les concordances clinico-
pathologiques, on ajoute un critére génétique : le polymorphisme du codon 129 du géne de la
protéine prion PRNP, méthionine (M) ou valine (V). L'ensemble de ces critéres permet de définir pour
les formes sporadiques de MCJ une classification en 6 catégories principales (MM(V)1, MM2, VV1,
VV2, MV2, VV2) (Parchi et al. 2012).

Dans le contexte des maladies a Prions, la diversité phénotypique, la variabilité des profils
Iésionnels histologiques ainsi que I'existence de plusieurs profils moléculaires de PrPsc ont laissé
supposer qu’il existait plusieurs variants d’agent pathogene. Par analogie avec les autres maladies
transmissibles, et du fait de I’hypothése initiale d’'un virus lent comme agent pathogene pour ces
maladies, la notion de « souche » a été introduite a la fin des années 1970 (Bruce et al. 1976).
Contrairement a des souches virales ou 'on fait référence a une variation génétique de I'agent
pathogene, la notion de « souche » pour les maladies a Prions caractérise un isolat infectieux et est

définie par : le phénotype clinique, le profil Iésionnel (localisation et intensité des Iésions), la période
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d’incubation lors des études de transmission, les propriétés biochimiques de la PrPsc (ratio entre les
glycotypes, profil de résistance aux protéases, mobilité électrophorétique...). Ces caractéristiques
sont stables et reproductibles au sein d’'une méme espéce (Bruce 2003, Aguzzi et al. 2007). On parle
également de souches dans les autres protéinopathies, par extension et bien qu’elles ne possédent
pas de caractére transmissible. Cela permet de décrire les différents profils Iésionnels en lien avec les
différentes structures protéiques. Ces notions se sont notamment développé récemment pour le

champ de I’A-Syn et de la TDP43 (Bousset et al. 2013, Kawakami et al. 2019).

Un autre concept utilisé dans le champ des TNC dégénératifs est le phénomene de propagation
et dissémination des agrégats de protéines dans le temps et I'espace au cours de I'évolution de la
maladie. On parle alors d’effet « prion-like » par analogie avec |'hypothése de modification
conformationnelle imposée par la PrPsc a la PrPc dans la physiopathologie des maladies a Prions
(Aguzzi et al. 2008). Les protéines modifiées deviendraient ensuite des sortes de modeéles
conformationnels pour les protéines natives a proximité, leur imposeraient leur conformation et
favoriseraient la modification de conformation des protéines natives en protéines altérées. Les
protéines ainsi associées en oligoméres ou polymeéres insolubles seraient internalisées puis
transmises de proche en proche par différents phénomenes cellulaires encore discutés, et s’ensuit un

phénoméne de propagation aux autres cellules (Guo and Lee 2014, Brettschneider et al. 2015).

Ce concept d’amplification des protéines est a la base d’un test de détection spécifique de la
PrPsc que I'on appelle RT-QuIC pour « Real-Time Quacking Induced Conversion » (Atarashi et al.
2008). Le principe repose sur le mélange entre une faible quantité de protéine pathologique
présente dans I’échantillon du patient avec un large exces de la protéine saine présente sous forme
de protéine recombinante et qui va étre la source d’amplification de la protéine pathologique. Des
que les deux formes de protéines sont en contact, un complexe [protéine recombinante — protéine
agrégée] se forme et grossit petit a petit au cours de la réaction d’amplification. Un agent intercalant
(la thioflavine T) présent dans le milieu réactionnel peut alors s’insérer dans le complexe ainsi formé.
Cette technique est dite « en temps réel » car on peut suivre la cinétique de la réaction par
monitorage de la fluorescence émise par la thioflavine intégrée aux agrégats. Différents profils
d’amplification par RT-QuIC ont pu étre observés selon les souches de PrPsc étudiées (Fig 3).

(Franceschini et al. 2017).
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Fig 3 : Profil par RT-QuIC de différentes souches de PrPsc (Franceschini et al. 2017)

Cette méthodologie a été par la suite adaptée a certaines autres protéines impliquées dans les
protéinopathies telles que I’A-Syn et certaines isoformes de protéine Tau (Fairfoul et al. 2016, Saijo

et al. 2017, Kraus et al. 2019).

La problématique générale est donc de pouvoir disposer de marqueurs étiologiques de ces TNC
dégénératifs. Dans cette optique, détecter les formes pathologiques solubles semble étre la
stratégie la plus pertinente. Cependant, la proportion de ces formes altérées est probablement tres
inférieure a celle de la forme physiologique native, et les différences structurelles sont parfois
minimes. Cela explique pourquoi une mesure pondérale des formes totales ne semble pas tres
efficace sur le plan diagnostic. La mesure spécifique des formes solubles nécessite des anticorps tres
spécifiques qui ne sont actuellement pas toujours disponibles ou met en jeu des technologies de
type RT-QuIC délicates a maitriser. En parallele, la caractérisation biochimique de ces protéines

altérées par leur profil moléculaire semble une bonne piste qui permettrait également d’apporter

des informations sur la physiopathologie de ces maladies, souvent encore mal connues.
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2. Marqueurs protéiques des maladies a Prions

L'émergence de la nouvelle variante de la MCJ (nv-MCJ) en 1996 a remis en lumiere ces maladies,
connues depuis longtemps mais trés rares et qui touchent majoritairement les plus de 65 ans. En
effet, une large étude européenne portant sur les années 1993-2002 a montré que |'on dénombrait
1,67 cas par million d’habitants en Europe sur cette période (Ladogana et al. 2005). Ces chiffres sont
stables, une actualisation en 2013 des données frangaises du réseau de surveillance rapporte un taux
de mortalité de 1,44 cas par million d’habitant pour les formes sporadiques (Brandel et al. 2013). A
I'inverse, le nombre de cas des formes acquises était tres élevé par rapport a d’autres pays: on
dénombrait au moment de mon doctorat en 2006 en France 103 cas liés a I'injection d’hormone de
croissance sur 194 au total recensés au niveau mondial et en 2008, 23 cas de nv-MCJ sur 205 (Brown

et al. 2006) (EuroCJD http://www.eurocjd.ed.ac.uk/ surveillance%20data%201.html#vcjd-cases).

a) Marqueurs biologiques indirects des maladies a Prions dans le LCS

La problématique posée a I'époque de mon doctorat, et qui reste vraie aujourd’hui, était que le
diagnostic du vivant du patient n’est qu’un diagnostic de probabilité. Le diagnostic de certitude reste
la confirmation neuropathologique dans un contexte clinique compatible. Dans ces critéres, la
recherche de la P14-3-3, bien qu’indirectement reliée a la physiopathologie de la MCJ, joue un role
central puisqu’elle permet, lorsqu’elle est positive, de classer un cas de MCJ possible en cas probable
(WHO 2003). Notre laboratoire participant au réseau national de surveillance des maladies a prions
en France, nous étions centre de recours pour la recherche de P14-3-3 dans le LCS, seul marqueur

biologique reconnu a I'époque dans les critéres diagnostic.

Dans la premiére partie de ma thése de doctorat, un bilan des données du laboratoire
concernant ce dosage entre 1997 et 2008 a été effectué. Cette synthese portait plus particulierement
sur la concordance clinico-pathologique de 325 cas combinant examens neuropathologique et
résultats de la P14-3-3. Nous avons alors pu montrer que la sensibilité de la P14-3-3 variait selon le
phénotype clinique et dépendait du type de PrPsc retrouvé dans le tissu cérébral. Dans I'ensemble,
elle s’éleve a 85%, mais pouvait varier de 67% dans les formes acquises a plus de 92% pour les
formes sporadiques. Nous avons également confirmé que la spécificité de la P14-3-3 n’est pas
excellente, notamment dans les contextes de pathologies inflammatoires, infectieuses ou
vasculaires. Pour améliorer cette derniere, la prise en compte d’'un marqueur complémentaire
reflétant une stimulation immunitaire, la néoptérine, nous permettait d’atteindre environ 72% de

spécificité dans les présentations atypiques les plus difficiles (Quadrio 2008, Quadrio and Perret-
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Liaudet 2010, Quadrio and Perret-Liaudet 2012). L’intérét diagnostic de la néoptérine a ensuite
également été confirmé pour le diagnostic différentiel des lymphomes cérébraux (Viaccoz et al.

2015).

Ces travaux ont soulignés que la P14-3-3 dans le LCS est un marqueur indirect qui présente de
bonnes performances pour les phénotypes classiques mais insuffisantes dans les phénotypes plus
atypiques ou dans les contextes mixtes. Malgré tout, elle reste un marqueur de choix utile, et dont
on connait bien les limites. La difficulté principale résidait en pratique dans la réalisation de la
technique manuelle qui était utilisée classiquement au laboratoire. En effet, la technique de
référence était une technique par Western Blot, donc un peu laborieuse et qui pouvait parfois
manquer de robustesse. Pour pallier a ces défauts, et également faire face a la forte croissance des
demandes regues au laboratoire, nous avons décidé en 2014 d’acquérir une plateforme miniaturisée
et automatisée d’analyse des protéines. L’automate a disposition au laboratoire est le Peggy Sue®
(Proteinsimple®), qui réalise des immuno-essais permettant une séparation des protéines selon leur
taille ou selon leur charge électrique par la technologie Simple Western (Fig 4). Le processus
analytique global repose sur deux étapes consécutives : la premiére consiste en la préparation d’'une
plague contenant les échantillons a analyser et les différents réactifs nécessaires a I'essai. La
deuxieme étape, entierement automatisée, permet de réaliser I'analyse des protéines depuis

I’électrophorése jusqu’a la révélation par chimiluminescence.
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Fig 4 : Principe de I'essai basé sur la séparation par la taille des protéines (Simple Western®)
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Le signal obtenu est qualitatif (profil d’électrophérogramme) mais peut étre également
guantitatif par intégration de la surface des pics. Nous avons alors transféré la technique de routine
sur cet automate a haut débit. Dans I'étude de validation des performances dans le cadre de la
routine diagnostique, la sensibilité et la spécificité sont excellentes, au-dela de 93% et avec un gain
de temps considérable par rapport a la technique manuelle (Fourier et al. 2018a). Depuis 2016,

cette technologie est utilisée en routine au laboratoire.

b) Détecter la PrP dans le LCS

Détecter la PrP dans les différents tissus et fluides biologiques était une question centrale, aussi
bien pour I'aspect compréhension des maladies a Prions que pour son aspect diagnostique. Ainsi, dés
1992, une équipe italienne était parvenue a identifier une forme de PrP sensible a la PK dans le LCS
de trois personnes non atteintes de maladies a Pions et prélevées au décours d’une neurochirugie
(Tagliavini et al. 1992). Cela démontrait la distribution périphérique de cette protéine et ouvrait la
porte pour en faire un marqueur biologique. Ces travaux ont été confirmés en 2000 par une équipe
allemande cette fois dans une cohorte de patients atteints de MCJ par spectroscopie confocale, pour
environ 20% des cas (Bieschke et al. 2000). En 2009 une autre équipe allemande publiait les résultats
de l'utilisation d’un test ELISA pour le dosage de la PrP initialement développé pour le diagnostic des
maladies bovines. Aucune différence significative de concentration entre les différents TNC
dégénératifs (MA, DCL, Maladie de Parkinson, MCJ) n’avait été montrée dans ce travail (Meyne et al.

2009). Malgré les limites de ces études, les bases étaient posées.

De notre c6té, dans le cadre d’un projet de recherche européen (Neuroscreen « Sensitive and
differential blood and cerebrospinal fluid test for neurodegenerative dementia diagnosis »; 6°™
Programme Cadre Européen, LSHB-CZ-2006-037719), nous étions impliqués dans le développement
de nouveaux anticorps plus spécifiques des protéinopathies. Parmi les anticorps développés contre
la PrPsc humaine, certains ce se sont révélés étre trés sensibles et tres spécifiques. Nous avons alors
participé au développement d’un kit ELISA spécifique de la PrP humaine dans le cadre d’une
collaboration avec la société Roboscreen® qui a produit ces anticorps. Nous I'avons évalué dans une
cohorte de patients dont le diagnostic avait été confirmé par autopsie puis avons évalué l'intérét

dans un groupe de patients présentant une MA d’évolution rapide et qui pouvait mimer

cliniguement une MCJ.
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Fig 5 : Concentration en PrP dans le LCS de patients atteints de TNC dégénératifs. Definite CID :
MCJ confirmée a I'autopsie ; Definite AD : MA confirmée a I'autopsie ; Probable CJD : MCJ probable ;
Probable AD : MA probable ; Typical AD : MA de phénotype amnésique ; Atypical AD : MA d’évolution
rapide. (Dorey et al. 2015b)

Nos résultats ont montré que la PrP était mesurable dans le LCS dans tous les groupes de patients
testés, laissant supposer que nous mesurions une forme totale de PrP plus que spécifiquement une
forme pathologique (Fig 5) (Dorey et al. 2015b). De plus, la concentration en PrP totale est
significativement plus basse dans le groupe des MCJ par rapport a tous les autres groupes. Nous
pouvons expliquer cette diminution sur la base de la physiopathologie des maladies a Prions. Dans
ces maladies, la PrPc (riche en hélices a) est convertie en PrPsc (riche en feuillets B) ce qui conduit a
la fois a la formation d’oligomeres solubles de PrPsc et a une accumulation de la PrPsc insoluble dans
des dépots (Head 2013). Le pool de PrP est donc diminué et la séquestration de la PrPsc dans les
agrégats pourrait expliquer la diminution de la concentration en PrP totale mesurée dans le LCS.
D’autre part, nous avons également observé une augmentation de la concentration de la PrP dans
les MA, qu’elles soient typiques ou atypiques. Ces données sont en accord avec les observations
neuropathologiques qui montrent une augmentation de I'immunoréactivité de la PrP neuronale dans

la MA (Voigtlander et al. 2001).
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Au total, les performances de ce dosage de la PrP dans le LCS étaient bonnes avec une sensibilité
et une spécificité équivalentes a celles de la P14-3-3. L’avancée majeure de ce travail a été également
de démontrer que la combinaison de marqueurs pouvait permettre de drastiquement diminuer la
proportion de mauvaise classification des patients du fait d’une mauvaise spécificité d’un test
biologique. En effet, le dosage de la PrP totale combinée aux marqueurs biologiques classiques de la
MA (protéine Tau totale et sa forme phosphorylée 181) dans un score composite permet de classer
correctement 98.4% de nos patients et notamment ceux présentant un phénotype atypique (Dorey

et al. 2015b).

Nous sommes en train de mener des études de validation de ce dosage de PrP totale, et ce
notamment pour évaluer ces performances dans les contextes de diagnostic différentiel des MCJ.
Nous nous intéressons notamment aux encéphalites dysimmunes. |l s’agit d’un groupe de maladies
hétérogenes dans leurs présentations cliniques, leurs étiologies et leurs pronostics. Elles
appartiennent au groupe des encéphalites limbiques, qui sont le plus souvent d’origine infectieuses,
mais qui ont comme particularité de ne présenter ni fievre, ni de pléiocytose importante, ni germe
identifié dans le LCS. En revanche, on retrouve souvent des signes inflammatoires et la présence dans
le sang ou le LCS d’anticorps dirigés contre des antigénes neuronaux (Graus et al. 2016). Les
présentations cliniques typiques ne posent pas forcément de probléme diagnostic. Mais certaines de
ces encéphalites peuvent étre accompagnées de signes neurologiques comme des crises d’épilepsies,
des troubles du comportement (apathie, désinhibition, impulsivité...), des amnésies qui peuvent faire
évoquer un TNC ou une MCJ (Geschwind et al. 2008, Chen et al. 2016). Les marqueurs de lyse comme
la protéine Tau ou la P14-3-3 dans le LCS peuvent étre positifs dans ces encéphalites, ce qui ajoute
une difficulté supplémentaire pour le diagnostic. Dans le cadre de la these de Pharmacie d’un
étudiant du service, nous avons mené une étude rétrospective sur les cas de suspicions
d’encéphalite dysimmunes regus au laboratoire dans un cadre de diagnostic différentiel d’avec un
TNC dégénératif, sur la période 2012-2016. Notre cohorte finale comportait 43 patients dont le
diagnostic retenu était une encéphalite dysimmune avec un échantillon de LCS encore disponible.
Nous avons pu montrer que le dosage de la PrP dans ce groupe était augmenté par rapport au
groupe MCJ. Nous avons également montré que ces augmentations étaient hétérogenes selon les
types d’encéphalites (Thevenet 2017). Ce travail sur les marqueurs biologiques dans les encéphalites

a pu étre poursuivi dans le cadre d’une thése de médecine a laquelle j’ai été associée (Lardeux 2019).
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c) Détecter la PrPsc dans des tissus périphériques

Dans la symptomatologie des maladies a Prions, des altérations neurologiques périphériques
sont associées a l'atteinte neurocognitive : myoclonies, syndrome pyramidal, dysesthésies... A
I’époque de mon doctorat, peu de données étaient disponibles dans la littérature sur une éventuelle
présence de la PrPsc dans les tissus périphériques des formes sporadiques ou génétiques de MCJ. Si
quelques études immunohistochimiques rapportaient malgré tout la présence de PrPsc en
périphérie, aucune étude biochimique n’en avait apporté la preuve (Goodbrand et al. 1995, Antoine
et al. 1996, Hainfellner and Budka 1999). Pour affirmer la présence de la forme pathologique de la
PrP dans les tissus périphériques, nous avons alors décidé d’adapter et d’optimiser notre technique
de caractérisation de la PrPsc cérébrale par Western Blot aux particularités de ces tissus,
notamment la trés faible quantité de matériel a disposition. Dans cette seconde partie de ma thése,
nous avons alors pu démontrer la présence d’une PrPsc dans le nerf péronier d’un patient atteint
d’une forme sporadique de MCJ (VV1). Cette protéine présentait un profil de résistance a la PK
différente de celle présente dans le tissu cérébral. Chez les contréles, aucun signal de PrP n’a été
retrouvé dans ces tissus (Favereaux et al. 2003). Dans une deuxiéme étude, nous avons pu montrer la
présence pour 1 des 3 cas d’une PrPres dans les nerfs périphériques de profil similaire a celle
présente dans le tissu cérébral (Favereaux et al. 2004). On pouvait alors s’interroger sur la constance
de I'envahissement périphérique dans les formes sporadiques de MCJ, ou bien mettre en cause la
sensibilité peut étre insuffisante de notre technique. Ces études ont été importantes car parmi les
premiéres a démontrer la dissémination de I'agent pathogéne dans les tissus périphériques dans

les formes sporadiques de MCJ.

En paralléle de ces essais par Western Blot, nous avons évalué les capacités d’un test ELISA a
détecter la PrPsc dans les nerfs périphériques. Ce test avait été développé par la société BioRad®
pour le diagnostic des maladies animales et qui était kit le plus sensible du marché a I'époque. Nous
avons adapté le protocole notamment préanalytique aux particularités du tissu nerveux et avons
pu montrer le potentiel de ce test pour cette application. Ce travail a été mené dans le cadre de la

thése de Pharmacie d’une étudiante du service (Pinel 2010).

Dans la troisieme partie de mon doctorat, je me suis attaché a améliorer la sensibilité des
techniques disponibles. Nous avons alors utilisé la capacité de la streptmocyine a former des
agrégats de PrPsc comme étape de concentration avant détection par Western Blot. Son utilisation

avait en effet permis de détecter avec une bonne sensibilité la PrPsc dans une étude de transmission
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expérimentale de la tremblante des petits ruminants a différents modeles murins (Moussa et al.

2006).

Nous avons tout d’abord confirmé ces résultats et comparé cette technique utilisant la
streptomycine a trois autres techniques bien documentées dans la littérature. La sensibilité
analytique est trés bonne pour la détection dans les tissus périphériques et équivalente a celle d’'une
technique de référence trés sensible utilisant une précipitation a I'acide phosphotungstique
(Wadsworth et al. 2001). Nous avons ensuite validé cette technique sur un panel de 98 patients
atteints de différentes formes de maladies a Prions et 52 patients atteints de TNC dégénératifs avec
exclusion de maladies a Prions. Nous avons obtenu une sensibilité et une spécificité de la détection
sur tissu cérébral de 100%. Enfin, nous avons testé ce protocole sur une petite série de cing
amygdales obtenues par biopsie. Pour les amygdales, le profil caractéristique de la PrPres a été
clairement mis en évidence chez les deux patients atteints de nv-MCJ, alors que les trois autres cas
non nv-MCJ ne présentent pas de profil spécifique. Nous avons montré dans cette étude I'efficacité
de la streptomycine pour la détection de la PrPres dans de trés petites quantités de tissus et la

caractérisation des souches de PrPsc (Quadrio et al. 2009).

Les perspectives a l'issue de ce travail étaient de pouvoir évaluer la capacité de la streptomycine
a détecter la PrPsc dans les fluides biologiques. Ce travail a été réalisé pour partie en interne par

I’équipe de recherche de BioMérieux dans laquelle j'ai effectué mon travail de doctorat.

Dans le cadre d’un travail international financé par la Fondation Alliance BioSecure (Prion Blood
Confirm), nous avons comparé la capacité de concentration de la PrPsc présente dans le sang de nv-
MCJ par la streptomycine avec 4 autres méthodes de précipitation. La détection était ensuite
réalisée par Western Blot aprés une étape d’amplification de la PrPsc par PMCA pour « Protein
Misfolding Cyclic Amplification ». Cette technique d’amplification repose, comme la RT-QuIC, sur le
principe qu’une faible quantité de PrPsc mise en présence de PrPc dans des conditions opératoires
précises et strictes est capable de lui imposer sa conformation altérée. On réalise alors des cycles
successifs de sonication pour casser les agrégats puis de repos et d’agitation pour les multiplier et
amplifier le signal (Saborio et al. 2001). En couplant cette étape a une détection par Western Blot, la
sensibilité de ce dernier est alors trés fortement augmentée, et suffisante pour détecter de trés
faibles quantité de PrPsc. Dans cette étude, la streptomycine s’est avérée étre aussi sensible que la

technique finalement retenue de précipitation par le plasminogéne (Bougard et al. 2016).
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d) Etude de transmission des souches animales et humaines

La transmission des maladies a prions animales a 'homme est normalement limitée par la
barriere d’espece. Cette barriere d’espece peut étre étudiée dans les modeles animaux par des
expériences de transmission de tissu humain dans différentes espéces receveuses. On observe alors
la survenue de la maladie chez le receveur, et I'on reléve les caractéristiques de transmission en
termes de temps de latence, taux de létalité ainsi que les caractéristiques lésionnelles de la PrPsc
(intensité et dissémination spatiale des |ésions, profil moléculaire de la PrPres). Une souche atypique
bovine, la L-BSE, a la capacité de se répliquer et de se transmettre dans des modéles murins
humanisés sans barriére d’espéce (lignée Tg 650-129M), contrairement a la souche classique d’ESB
(Beringue et al. 2008). De plus, les propriétés biochimiques de cette souche d’ESB apreés transmission
dans les souris humanisées sont trés proches de celles de certains phéntoypes rares de MCJ
sporadiques nommés MM2 (Asante et al. 2002). Ces données interpellent sur la nature réelle de
I'origine de ces rares cas sporadiques MM2, d’évolution lente et pour lesquels les marqueurs
biologiques sont peu sensibles. En effet, ces données suggerent un potentiel lien entre ces cas
sporadiques atypiques de MCJ et des formes atypiques d’ESB. Nous avons alors procédé a des
études de transmission de souches humaines dans ces différents modéles murins et nous avons
comparé les propriétés de ces souches a la souche L-BSE. Ces études ont confirmé le fort pouvoir de
zoonose de la souche L-BSE du fait de I'absence de barriére d’espéce chez ces souris transgéniques
humanisées. Si certaines caractéristiques biochimiques de cette souche sont trés proches de la
souche sporadique humaine MM2, les temps de survie et les propriétés de résistance a la PK sont
néanmoins trés différentes. Ces données suggerent qu’il n’y pas de liens entre cette souche L-BSE et

les souches atypiques de MCJ MM2 (Jaumain et al. 2016).
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3. Les marqueurs biologiques de la Maladie d’Alzheimer

Touchant environ 46 millions de personnes, les TNC dégénératifs représentent une
préoccupation mondiale sur le plan de la santé publique. Avec I'amélioration de I'espérance de vie, la
meilleure prise en charge des facteurs de risques cardiovasculaires et I'augmentation du niveau
d’éducation, I’évolution de la prévalence semble exponentielle avec une estimation a I’horizon 2050
qui s’éléverait a environ 132 millions de personnes (Alzheimer’sDiseaselnternational 2015). La
maladie d’Alzheimer compte pour environ 70% des TNC dégénératifs. Son diagnostic définitif reste
neuropathologique mais d’énormes progres sont apparus depuis une quinzaine d’année grace au
développement a la fois de marqueurs biologiques détectables dans le LCS et a ceux de I'imagerie
dite amyloide en tomographie par émission de positons (TEP). Les critéres diagnostiques reposent en
effet sur un faisceau d’arguments cliniques, radiologiques, les tests neuropsychologiques et lorsque
cela est possible, la présence de marqueurs du processus physiopathologique identifiés soit par
imagerie soit dans le LCS (McKhann et al. 2011). La présence de ces marqueurs permet d’augmenter
la conviction diagnostique chez un patient présentant un phénotype atypique (non amnésique par

exemple), chez les malades jeunes ou dans les présentations complexes.

a) Les marqueurs sont le reflet des Iésions neuropathologiques

Les marqueurs biologiques de la MA sont le reflet des Iésions neuropathologiques cérébrales qui
caractérisent la maladie. En effet, on retrouve au niveau cérébral une perte neuronale, une
accumulation extracellulaire de dépots de fibrilles amyloides sous forme de plaques et une
accumulation intraneuronale de protéine Tau anormalement phosphorylée appelée
Dégénérescences Neurofibrillaires (DNF). Ces dépots peuvent suivre une progression stéréotypée
dans différentes structures cérébrales, caractérisant des stades pour chaque types de lésions
neuropathologiques (Kovacs and Budka 2010). La protéine Tau est une protéine intraneuronale
associée au microtubule grace a des régions répétées sur sa partie C-terminale (régions dites 3R ou
4R). Des phosphorylations dans ces régions répétées alterent les interactions avec le microtubule et
favorisent leur séparation et I'agrégation sous forme de DNF (Buee et al. 2000). Dans la MA, on
estime que le ratio de phosphorylation de la protéine Tau est au moins trois fois supérieur a ce qui
normalement observé (Wang et al. 2013). Les peptides amyloides sont issus du clivage protéolytique
de la protéine APP par une succession d’enzymes, les a-sécrétase ou [B-sécrétase puis une y-
sécrétase. La voie a-sécrétase conduit a la production de peptides neurotrophiques et anti-
apoptotiques, a l'inverse de la voie de la B-sécrétase qui conduit a la formation des peptides

hydrophobes et neurotoxiques, les peptides AP 1-40 et AB 1-42, ce dernier s’agrégeant
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majoritairement dans les plaques (Puzzo and Arancio 2013). Par des méthodes d’analyse plus fines,
une nouvelle voie de clivage a été décrite récemment faisant intervenir initialement une nouvelle
sécrétase appelée « n-sécrétase », au niveau des acides aminés 504 et 505 de I’APP, puis le clivage se
poursuivrait par I'action des a et B-secrétases. Cette voie métabolique conduit notamment a la
production d’autres peptides amyloides appelés An-a, synaptotoxiques, contrairement au peptide

An-B, neurotrophiques (Willem et al. 2015).

Les marqueurs biologiques étiologiques mesurés dans le LCS sont donc de deux ordres : les
marqueurs de la voie amyloide et les marqueurs de la voie Tau. En pratique, pour la voie Tau deux
marqueurs sont mesurés: la protéine Tau totale qui reflete la perte neuronale et une forme
phosphorylée, généralement sur la thréonine en position 181, qui reflete les DNF. Pour la voie
amyloide, on mesure classiquement le peptide amyloide AP1-42 dont la diminution de concentration
reflete la séquestration de ce peptide dans les plaques (Wallin et al. 2006). Il s’est rapidement avéré
gue la mesure d’un seul peptide pour I'évaluation d’une voie aussi complexe que la voie amyloide
était incompléte et insuffisante en pratique quotidienne. La mesure d’un autre peptide, I'AB 1-40, a

alors été proposée afin d’améliorer les performances (Wiltfang et al. 2007).

Dans une étude rétrospective réalisée en 2014 sur notre cohorte clinique au laboratoire, nous
nous étions apergus que pour environ 25% des cas la mesure des protéines Tau totale et
phosphorylée 181 associées au seul peptide amyloide AB 1-42 ne permettait pas de porter une
conclusion fiable. Pour ces patients-la, I’'ajout de la mesure du peptide amyloide AB 1-40 a permis
de nettement améliorer la concordance clinico-biologique (Dorey et al. 2015a). Au-dela méme de
I'intérét de I'utilisation du rapport entre les deux peptides, notre étude montrait une tendance a une
augmentation de la production amyloide chez les patients atteints de MA, reflétée par la valeur brute
de la concentration d’AB 1-40. Dans un objectif de colt-efficacité, nous utilisons depuis cette

stratégie en deux temps au laboratoire.

b) La problématique préanalytique

Un point trés important pour la pratique clinique et auquel notre laboratoire a beaucoup
contribué au niveau international est la reconnaissance de I'importance de la phase préanalytique
pour la qualité des résultats de marqueurs mesurés dans le LCS. Dans le cadre du projet
Neuroscreen débuté en 2006, outre la production de nouveaux anticorps pour les différentes

protéinopathies, une thématique du projet portait sur I'influence de la nature des surfaces plastiques
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dans le design des kits immunométriques de dosages de marqueurs. Cela nous a conduit a nous
interroger sur I'impact de la qualité du tube de prélevement de LCS sur les résultats des dosages
des protéines Tau totale et phosphorylée en 181 ainsi que des deux peptides amyloides AP1-42 et
AB1-40. Nous avons tout d’abord testé 4 tubes différents en prélevant directement dans ces 4 tubes
au lit du malade du LCS chez 12 patients. Les résultats obtenus ont montré que I'impact était plus
important pour les peptides amyloides que pour les protéines Tau et pouvait atteindre parfois
jusqu’a 50% de variation. Ces résultats ont été confirmés dans une deuxiéme étude dans laquelle 11
tubes différents ont été testés. Tous ces tubes étaient vendus par les fournisseurs comme étant des
tubes de polypropyléne (PP). L’analyse fine de la composition du plastique de ces tubes a montré
gu’il s’agissait trés majoritairement de copolyméres PP-poly éthylene mais aucun lien n’a pu étre
monté entre une certaine composition et une variation dans les résultats du dosage (Perret-Liaudet
et al. 2012a, Perret-Liaudet et al. 2012b). Ces travaux sont a la base des recommandations

internationales concernant la nature du tube de prélevement.

Ces résultats nous ont également conduits a mener une étude interlaboratoire pour estimer
I'impact d’'une harmonisation du tube de prélevement entre nos différents laboratoires. Nous avons
mené une étude rétrospective avant changement de tube puis collecté les données apres
changement du tube de prélévement. Les résultats obtenus ont montré un impact majeur sur les
résultats, et notamment sur la concentration d’AB1-42, marqueur le plus influencé par la nature du
plastique. Dans la pratique quotidienne, ce changement de protocole de prélévement nous a imposé
une modification de notre seuil d’interprétation pour I’AB1-42, les autres marqueurs n’étant pas

influencés de facon significative (Lehmann et al. 2014).

4. L’étude des associations de Iésions neuropathologiques cérébrales

L'étude de grandes séries neuropathologiques a montré que tres fréquemment les Iésions
neuropathologiques sont multiples. L’intensité et le stade de chaque pathologie n’est pour autant
pas équivalente : trés souvent, une protéinopathie majoritaire peut-étre identifiée, en concordance
avec le phénotype clinique (Kovacs et al. 2008, Rahimi and Kovacs 2014, Grau-Rivera et al. 2015). De
plus, des études neuropathologiques de séries anatomiques dites « communautaires » ont
également démontré la présence de Iésions neuropathologiques, sans toutefois avoir une expression
clinique associée (Bennett et al. 2006, Kovacs et al. 2013). Le réle de ces lésions associées pose de ce

fait question pour une expression clinique. Ces données doivent étre prises en compte lors du
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diagnostic clinique, et également pour tout développement de nouveau marqueur. C'est un point
critique d’autant plus que le nombre d’examens neuropathologiques tend a diminuer depuis
plusieurs années. Dans notre expérience, nous avons pu objectiver ces associations par I'examen
neuropathologique d’un patient atteint d’une maladie de Parkinson idiopathique et qui était

également atteint d’'une forme sporadique de MCJ (Laurencin et al. 2014).

Nous nous sommes également intéressés aux éventuelles |ésions associées aux lésions de PrPsc
dans les formes génétiques de MCJ. Dans le cadre d’une collaboration avec une équipe hongroise (Pr
G. Kovacs, Budapest), nous avons mené une étude systématique de I’ensemble des lésions
neuropathologiques dans une cohorte de 39 patients autopsiés et atteints d’une forme génétique
de MCIJ. Des lésions associées de protéines Tau étaient présentes dans plus de 38% des cas. Nous
avons alors développé une technique de caractérisation par Western blot des protéines Tau. Nous
avons pu montrer qu’il existait un profil moléculaire de protéine Tau phosphorylée particulier chez
ces patients atteints de MCJ génétique porteur du variant c.532G>A hétérozygote du gene PRNP
(mutation dite E200K) (Kovacs et al. 2011). A noter que dans cette cohorte, nous avons retrouvé
pour 15% des cas des lésions de type corps de Lewy, signant donc également la présence

concomitante d’une a-synucléinopathie.

5. ldentifier des marqueurs des DLFT-TDP43

a) Caractériser les variants génétiques liés aux DFLT - TDP43

On regroupe sous le terme de DLFT différents syndromes cliniques: une variante
comportementale de la dégénérescence frontotemporale et des variants langagiers regroupés sous
le terme d’aphasies primaires progressives (variant sémantique, variant non fluent / agrammatique
et variant logopénique). Par ailleurs, les DLFT peuvent étre associées a des pathologies motrices
comme la paralysie supranucléaire progressive (PSP), la sclérose latérale amyotrophique (SLA) ou
encore le syndrome cortico-basal (SCB) (lrwin et al. 2014). L'hétérogénéité des DLFT se retrouve
également sur le plan neuropathologique. On retrouve principalement dans les inclusions cérébrales
la protéine TDP43, ou transactive response DNA binding protein 43 kDa, et la protéine Tau et dans
une moindre mesure la protéine FUS « Fused in Sarcoma » et la protéine SOD « SuperOxyde
Dismutase ». Une autre particularité de ces DLFT est une forte proportion de formes familiales, de
I'ordre de 50%, avec plusieurs génes impliqués dont par ordre de fréquence le gene C90ORF72

(codant les protéines C9orf72), GRN (codant la progranuline) et MAPT (codant les protéines Tau)
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(Pottier et al. 2016). A noter que les variants GRN et C90RF72 sont associés a une pathologie TDP43,
contrairement aux variants MAPT qui sont associés a une pathologie Tau. Le diagnostic est
probabiliste ou certain du vivant du patient uniquement en cas de variant génétique pathogéne

identifié. Pour les DLFT sporadiques, aucun marqueur biologique n’est actuellement disponible.

Nous avons développé dans le cadre du doctorat d’Anthony Fourier les outils moléculaires pour
mettre en évidence les variants sur les genes GRN et C90RF72 qui représentent a eux seuls environ
40% des DLFT génétiques. Les techniques sont conventionnelles pour le gene GRN, qui comporte
principalement des variants non-sens et des micro-insertions ou délétions qui entrainent un décalage
du cadre de lecture formant prématurément un codon Stop et entrainent une diminution de la
production de la protéine (Pottier et al. 2016). La mutation sur le géne C90ORF72 est constituée par
une grande expansion d’un hexanucléotide (G4C,;) dans une région non codante du géne. Ces
répétitions peuvent étre présentes jusqu’a plus d’un millier de fois. Seule la technique de Southern
Blot permet d’estimer la taille de ces répétitions. Les mécanismes physiopathologiques de ces
expansions sont actuellement débattus. Trois hypothéses sont principalement discutées : une perte
de fonction de la protéine C90rf72, une toxicité induite par les transcrits d’ARNm formant des foci ou
la formation de dipeptides toxiques a partir d’une traduction non conventionnelle de I’'expansion en
I’'absence de codon initiateur ATG (Gendron and Petrucelli 2018). A I'issue du doctorat d’Anthony
Fourier, 'ensemble des techniques de biologie moléculaire nécessaires a ces explorations est

aujourd’hui disponible au laboratoire.

Pour évaluer un éventuel mécanisme d’haplo-insuffisance des expansions C90RF72, nous avons
mesuré les concentrations de protéine C90rf72 dans le plasma d’une cohorte de patients porteurs
ou non porteurs de cette expansion. Aucune différence de concentration n’a été observée entre les
deux groupes (Fourier et al. 2018c). Ces résultats préliminaires obtenus sur 33 patients ne confortent
donc pas cette hypothése d’haplo-insuffisance. Cependant, dans la mesure ou la transcription du
géne C90ORF72 conduit a 3 transcrits et 2 protéines matures, décrire le profil moléculaire et
caractériser la répartition de ces isoformes en lien avec la pathologie semble une piste plus

pertinente qu’un dosage pondéral de I'ensemble des isoformes.
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b) Marqueurs biologiques du LCS dans le diagnostic des DLFT

Selon les bonnes pratiques de prescription des biomarqueurs de la MA, ces examens doivent étre
réalisés dans le cadre de présentations cliniques atypiques ou chez les malades jeunes (moins de 65
ans) (HAS 2011). Cela pose de fait la question du diagnostic étiologique des autres TNC dégénératifs

lorsque les marqueurs biologiques ne sont pas contributifs du diagnostic de la MA.

En I'absence de marqueur validé, nous avons évalué différents marqueurs du LCS dans une
cohorte bien caractérisée. Les marqueurs étudiés étaient : les marqueurs de la MA, les chaines

légeres de neurofilaments (NfL) et la protéine TDP43 totale.

> Les biomarqueurs de la MA

La cohorte d’échantillons de LCS sélectionnée provenait de préléevements de patients réalisés
dans un cadre diagnostic et dont le diagnostic finalement retenu avait été établi au cours de réunions
de concertations pluridisciplinaires. Nous avions 4 groupes de patients : un groupe de patients
atteints de troubles psychiatriques (n=20); un groupe de patients atteints de variants
comportementaux de DLFT confirmés par génétique (n=24); un groupe de patients atteints de
variant langagier sémantique ou de forme sporadique de SLA et constituant donc un groupe
« TDP43 » non comportemental (n=41); un dernier groupe atteint de PSP constituant donc un

groupe « DLFT-Tau » probable sur le plan neuropathologique (n=19).

Nous avons pu ainsi confirmer que les patients DLFT ne présentaient pas de profil biologique
évocateur d’'une MA. Utilisée isolément, la protéine Tau totale présente le meilleur pouvoir
discriminant entre les groupes et on peut observer des variations d’augmentation en fonction des
sous types de DLFT. En combinaison, le rapport entre la forme totale (Tau) et la forme phosphorylée
181 (pTau) de la protéine Tau présentent également de trés bonnes performances. Un rapport
pTau/Tau inférieur a 0,17 est ainsi plutdt en faveur d’un diagnostic de DLFT, et 75% des patients

atteints de troubles psychiatriques primaires présentent des concentrations supérieures a ce seuil.

> Les chaines légéres de neurofilaments (NfL)

Les neurofilaments sont des protéines tres abondantes du cytosquelette de I’'axone, et plus
particulierement ceux qui sont myélinisés. Ce sont des hétéropolyméres dont on peut identifier 4

sous-unités : les chaines légeres (NfL), les chaines lourdes (NfH), les chaines moyennes (NfM) et les a-
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internexines. Les NfL sont essentiels a la croissance axonale, au maintien du calibre de I'axone et a la
bonne transmission des impulsions électriques (Yuan et al. 2012). En cas de destruction axonale, et
ce gu’elle qu’en soit la cause, il se produit une libération des NfL, qui sont alors détectables dans le
LCS et le sang (Zetterberg and Blennow 2016). De trés nombreuses études ont été menées pour
évaluer ces dosages dans un contexte de TNC, et également dans le cadre de I'évaluation des lésions
suite a des traumatismes craniens. Dans toutes ces pathologies, les concentrations de NfL sont

augmentées de facon significative (Yuan et al. 2017).

Nous avons pu montrer, conformément a la littérature, que la concentration des NfL était bien
significativement augmentée dans les DLFT par rapport aux contréles. Nous avons également pu
montrer que les concentrations sont différentes selon la nature du variant génétique : les
concentrations les plus élevées sont observées chez les patients porteurs de variants pathogénes
GRN que C9ORF72. Bien que la protéinopathie théorique soit la TDP43 dans les deux cas, on observe
donc en périphérie un profil de lyse différent, qui souligne le fait que si la protéine Tau et les NfL sont
deux marqueurs de lyse, ils ne sont pas équivalents. Cela souligne également le fait que pour une
méme protéinopathie, les profils biologiques peuvent étre différents. Nous avons également montré
que les concentrations les plus faibles sont observées dans le groupe des pathologies

psychiatriques primaires.

Ces résultats ont fait I'objet de deux présentations affichées aux Journées de Neurologie de
Langue Frangaise (JNLF) et ont les deux fois remportés le prix de la SFN (Fourier et al. 2018b, Fourier
et al. 2019b). Ces résultats sont également actuellement soumis pour publication (Fourier et al.

Submitted).

» La protéine TDP43 totale

La protéine TDP43 a été identifiée en 2006 comme la principale protéine agrégée dans les
inclusions ubiquitine positives, tau et alphasynucléine négatives dans le systeme nerveux des
patients souffrant de DLFT ou de SLA (Neumann et al. 2006). Elle effectue des navettes entre le
noyau (sa localisation préférentielle) et le cytoplasme d’une cellule grace a des signaux d’exportation
cellulaire (NES) ou de localisation nucléaire (NLS). Elle peut subir différentes modifications post
traductionnelles comme des coupures, une ubiquitination, une phosphorylation. La présence de
fragments C-terminaux de 25 kDa et 35 kDa est I'une des principales modifications observées dans

les agrégats de TDP43 (Buratti 2018). Des phosphorylations peuvent survenir et constituent la
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seconde modification majeure observée en pathologie. Ce sont plus particulierement les
phosphorylations en position 403/404 et 409/410 qui sont observées (Hasegawa et al. 2008). Peu
d’études rapportent son dosage dans les fluides biologiques, et elles concernent surtout le champ de

la SLA (Kasai et al. 2009, Junttila et al. 2016).

Les résultats de notre étude sur cette cohorte de patients bien caractérisés confirment les
résultats de la littérature. L’augmentation tres discréte de la TDP43 est observée principalement en

cas de troubles moteurs, isolés ou en association avec des troubles cognitifs (Fourier 2018).

¢) Profils protéiques de la TDP43 pour la caractérisation des DLFT-TDP

Le dosage pondéral de TDP43 s’avere, en I'état des outils actuellement disponibles, peu
intéressant pour caractériser les DLFT-TDP. Mais comme on a pu le voir pour les maladies a Prions,
plus que le dosage pondéral, le plus pertinent est finalement de s’intéresser aux profils moléculaires
des protéines impliquées dans ces pathologies. Nous avons choisi de développer I'analyse des profils
qualitatifs de la TDP43 par la technologie Simple Western, automatisée et miniaturisée. Ce travail a

été réalisé par Anthony Fourier dans sa derniére partie de doctorat.

Nous avons pu mettre en évidence des fragments tronqués de TDP43 dans le tissu cérébral de
patients DLFT-TDP43 certains, dont le diagnostic était confirmé par immunohistochimie. Ces profils
étaient concordants avec ceux obtenus par une technique Western Blot, considérée comme la

technique de référence. lls étaient également concordants avec ceux rapportés dans la littérature.

Dans le LCS, les profils observés n’ont pas permis d’identifier spécifiquement la TDP43. En
effet, nous avons montré que les bandes observées étaient en fait probablement des interférences

de I'albumine ou des immunoglobulines du fait d’anticorps insuffisamment spécifiques.

Enfin, nous avons étudiés les profils de TDP43 dans différents éléments figurés du sang. Le profil
de TDP43 obtenu dans les culots plaquettaires est identique a celui observé dans les surnageants

de cultures cellulaires productrices de TDP43 et comparable a celui obtenu dans le tissu cérébral

(Fig. 6).
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Fig 6: Profil de TDP43 dans différents milieux plaquettaires et dans un surnageant de culture

cellulaire productrice de TDP43 agrégée (Fourier et al. 2019a)

et une quantification du signal d’intérét. La bande d’intérét et la quantification du signal étant

robuste, une étude de validation clinico-biologique peut étre maintenant étre envisagée pour évaluer

Grace a I'utilisation de la technologie Simple Western, nous avons pu a la fois obtenir un profil

le potentiel intérét clinique de ce marqueur (Fourier et al. 2019a).
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V.

Projets actuels et perspectives

1. Améliorer le diagnostic différentiel des TNC dégénératifs : la problématique des

troubles psycho-comportementaux

Un résultat indirect trés important obtenu au cours des différents travaux de recherche clinique
menés précédemment concerne la difficulté de réaliser un diagnostic étiologique des troubles

psycho-comportementaux.

En effet, les TNC dégénératifs peuvent parfois débuter par des manifestations psycho-
comportementales isolées mimant des phénotypes psychiatriques, et conduisant a des erreurs
diagnostiques (Woolley et al. 2011). Les symptomes psychotiques ont longtemps été considérés
comme rares voire incompatibles avec le diagnostic de DLFT. Mais depuis une dizaine d’année, il a
été montré que chez 25 a 50% des patients DLFT porteurs de variants pathogénes GRN ou C90ORF72,
se manifestent des idées délirantes ou des hallucinations complexes compatibles avec les critéres du
DSM-V (Le Ber et al. 2008, Snowden et al. 2012). Par ailleurs, les échelles d’évaluation et les critéres
diagnostiques des TNC sont souvent inopérants chez les patients souffrants de troubles
psychiatriques chroniques comme la schizophrénie ou la maladie bipolaire. En effet, la maladie
bipolaire et la schizophrénie se manifestent par des déficits cognitifs touchant en particulier la
mémoire de travail, les fonctions exécutives, et la cognition sociale (Bora 2016). Lorsque ces patients
présentent une involution cognitive, il est souvent difficile de déterminer si le tableau observé est
d’origine psychiatrique ou en lien avec une étiologie neurodégénérative surajoutée. Ces situations
problématiques et atypiques sont régulierement rencontrées dans les consultations mémoires
aussi bien en psychiatrie qu’en neurologie. Actuellement, seuls les suivis réguliers dans la durée
permettent parfois de redresser avec retard le diagnostic. En effet, aucun marqueur biologique n’est

disponible ni pour I'une ni pour I'autre des étiologies.

Au cours de notre étude évaluant I'intérét des Nfl pour le diagnostic des DLFT, nous avons pu
observer que les patients choisis comme groupe contrdle et atteints de pathologies psychiatriques
primaires avaient les concentrations les plus basses (Fourier et al. 2018b, Fourier et al. Submitted).
Une concentration élevée pourrait alors éliminer une pathologie psychiatrique primaire dans un
contexte de doute diagnostique. Les NfL pourraient étre alors un marqueur prometteur d’exclusion

d’une pathologie dégénérative dans ces présentations psychiatriques difficiles. De plus, récemment,
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le dosage des NfL dans le plasma a été développé sur une technologie innovante permettant

d’atteindre les tres faibles concentrations sanguines (Gisslen et al. 2016).

Ainsi, nous voulons établir les performances du dosage des NfL plasmatiques pour le diagnostic
différentiel des troubles psycho-comportementaux d’origine psychiatrique ou neurologique. Pour
réaliser cette étude, nous avons obtenu en juin 2019 un financement de deux ans du Comité pour
la Recherche du CHS Le Vinatier (Etude NFL-COG, CSRL09) pour réaliser ce travail. Cette étude est
multicentrique entre des services experts de psychiatrie et de neurologie de Lyon. Nous testerons
également d’autres marqueurs sanguins plus en lien avec la physiopathologie des DLFT comme la
TDP43 ou UCHLI. Si les résultats sont encourageants, nous envisageons de proposer une étude

clinique de plus large envergure type PHRC pour valider ce travail sur de plus grandes cohortes.

2. Caractériser les profils moléculaires des protéines agrégées TDP43 et Tau

La caractérisation des profils moléculaires des protéines agrégées est un point clé pour la
description des souches des protéines impliquées dans les différentes protéinopathies. Dans le cas
des maladies a Prions par exemple, les lésions neuropathologiques sont trés bien corrélées a la fois
avec les différents types de PrPsc, caractérisés par leur profil moléculaire et leur caractéristiques
biochimiques, et avec les phénotypes cliniques (pour revue (Baiardi et al. 2019)). Pour les autres
protéinopathies, les classifications neuropathologiques font état de trés nombreux types d’agrégats
que I'on ne peut pas toujours relier a une conformation ou une isoforme particuliére de la protéine

impliquée (Kovacs and Budka 2010).

Un des enjeux majeurs pour la caractérisation de ces protéines est la disponibilité d’anticorps de
bonne qualité, affins et les plus spécifiques possibles des formes pathologiques. Dans le domaine
des DLFT, ces anticorps ne sont pas satisfaisants. En effet, les plus utilisés et décrits pour la TDP43
sont généralement anti protéine totale et pour les protéines Tau, les anticorps spécifiques des
isoformes 3R et 4R ne sont pas tres sensibles. Grace a une collaboration de longue date avec la
société allemande de bioréatifs Roboscreen® (Leipzig ; Allemagne), nous avons déja pu évaluer de
nouveaux clones anti-TDP43 dans le travail de doctorat d’Anthony Fourier. Les premiers résultats
étaient prometteurs mais de nombreuses optimisations sont toutefois nécessaires. Pour la poursuite
de ce travail, je co-encadre le travail de doctorat de Jean Escal, commencé en novembre 2018 a

I’'Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences-Santé (EDISS).
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Son projet est donc d’optimiser les premiers clones déja sélectionnés et en paralléle de
développer de nouveaux anticorps plus spécifiques des formes de TPD43 impliquées dans la
pathologie telles que des formes tronquées ou phosphorylées. Ce travail est réalisé par Jean Escal
pour partie en Allemagne dans les laboratoires dédiés a ces activités puisqu’il est nécessaire de
réaliser de nouvelles immunisations de souris avec du matériel biologique ou des peptides de
synthése plus proches des formes pathologiques. Des anticorps anti protéine Tau seront également
produits en paralléle. Ces nouveaux anticorps seront évalués a Lyon sur des tissus de patients bien

caractérisés sur le plan neuropathologique.

Ils pourront alors étre utilisés pour mieux appréhender les modifications qualitatives et
quantitatives de la TDP 43 chez les malades. Cela nous permettre d’étudier les corrélations entre les
types de lésions neuropathologiques et les modifications post traductionnelles associées. En

paralléle, ce travail pourra étre initié pour les DFLT-Tau, si certains clones s’avérent prometteurs.

3. Caractériser les expansions C90RF72

Les mutations identifiées sur le géne C9ORF72 sont des répétitions en trés grand nombre d’un
hexanucléotide (G,C,) dans une région non codante du géne. La taille normale de cette répétition
est comprise entre 2 et 20 dans la population générale, 30 répétitions (G,C,) étant généralement
considérée comme le seuil pathologique. Toutefois, les patients porteurs de cette expansions et
atteints de DLFT ou de SLA présentent en général plusieurs centaines voire plusieurs milliers de
répétitions (G,C,) (Van Mossevelde et al. 2017). Les porteurs d’expansions de plus petite taille (de
I'ordre de 28-40) seraient eux a risque de développer d’autres syndromes neurologiques comme par
exemple des syndromes parkinsoniens atypiques (Nuytemans et al. 2013). Le phénotype et I'dge de
survenue des patients atteints de DLFT et porteurs d’expansions (G;C,) est tres variable, les
corrélations entre la taille de I'expansion et le phénotype ne sont pas encore clairement établies, ce

qui suggere la présence de facteurs modulateurs non encore identifiés.

A I'heure actuelle, seule la technique de Southern Blot est aujourd’hui capable d’estimer la
taille de la répétition (Beck et al. 2013). Cette technique est tres spécifique et sensible. Cependant,
elle est aussi totalement manuelle, longue (plusieurs jours) et nécessite la mise en jeu de
radioactivité. De plus, elle n’est pas du tout standardisée entre les laboratoires, ce qui peut rendre
difficile la comparaison des données de la littérature (Akimoto et al. 2014). Enfin, le séquencage de

ce type d’expansion n’étant pas possible avec les techniques de PCR conventionnelles, la nature
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précise de I'expansion n’est pas connue. Or, dans d’autres pathologies a expansion, il a été montré
que la séquence répétée pouvait étre interrompue par d’autres motifs eux-mémes répétés qui

pouvaient jouer le réle de modulateur du phénotype (Santoro et al. 2013).

éme

Depuis quelques années sont apparues des technologies de séquencage d’ADN de 3
génération, sans amplification préalable, que I'on appelle aussi « séquencage simple molécule »
(« single molecule sequencing ») (van Dijk et al. 2018). Ces technologies permettent de s’affranchir
des difficultés des techniques conventionnelles pour séquencer des fragments d’ADN répétés de tres
nombreuses fois et riche en GC comme |'expansion du gene C90RF72. Dans la continuité des travaux
de doctorat d’Anthony Fourier, nous avons obtenu un financement interne aux HCL pour réaliser une
étude de ces expansions en utilisant ces technologies séquengage de 3°™ génération. Par cette
technique, nous pourrions connaitre le nombre exact de répétitions, leur séquence précise et leur
profil de méthylation, ces facteurs ayant été décrits comme des facteurs modificateurs pour d’autres

pathologies avec la présence de grandes expansions de nucléotides.

4. Caractériser les souches de protéines pathologiques grace a leurs

caractéristiques prion-like

Les protéines impliquées dans ces TNC dégénératifs partagent cette caractéristique de
propagation de proche en proche, comme cela a été décrit pour la physiopathologie des maladies a
Prions. On parle de caractéristiques prion-like. On peut identifier deux notions dans ce concept : la

propagation, ou spreading, et le recrutement, ou seeding.

La propagation correspond au phénomeéne de dissémination de cellules a cellules, caractérisée
par les différents stades neuropathologiques, aussi bien sur le plan topographique que temporel.
Pour que ce phénomeéne de propagation puisse se réaliser, une étape de recrutement (ou

d’initiation) dite de seeding est au préalable nécessaire (Brettschneider et al. 2015).

Le mécanisme qui sous-tend cette premiere étape d’initiation, correspondant a la conversion
d’une forme soluble de la protéine en une forme mal conformée, généralement insoluble et
oligomérique, n’est actuellement pas bien compris. Ensuite, selon la théorie du modeéle
(« template »), cette protéine mal conformée interagit directement avec une protéine native et lui

impose car conformation. Le phénomene se propage ensuite de proche en proche.
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Pour étudier ce phénomeéne de seeding puis de propagation de la TDP43, nous avons initié des
travaux en collaboration avec le Dr P. Leblanc (Institut NeuroMyoGene, CNRS UMR5310 - INSERM
U1217, Université de Lyon), qui a obtenu un financement de I’ARSLA (Association pour la recherche
sur la SLA) pour mener a bien cette étude. Le principe repose sur l'utilisation de lignées cellulaires
HEK293, SHSY5Y et U251MG indicatrices de la présence de la formation d’oligomeéres TDP-43
(détection de l'activité luciférase) lorsque ces derniéres sont mises en contact avec des milieux
biologiques porteurs de formes pathologiques de protéine TDP-43. Ainsi, les échantillons de patients
vont étre testés sur ces modeles cellulaires et la présence d’agrégats pourra étre visualisée par la

mesure de |'activité de la luciférase.

La propriété prion-like d’amplification de la PrP a été utilisée pour développer des tests de
détection de cette protéine dans différents tissus et fluides biologiques. La premiére technique
d’amplification décrite, la PMCA, était tres longue (plusieurs jours d’amplification), trés lourde a
réaliser (plusieurs cycles de rechargement en matrice d’amplification) et trés délicate a maitriser.
L'optimisation de cette technique a conduit a I’émergence de la RT-QuIC, qui a également pu étre
adaptée a d’autres protéines et plus particulierement I’A-syn (Fairfoul et al. 2016). Un avantage
majeur de cette technique par rapport a la PMCA réside dans son systéme trés simple de
monitorage du signal dans un lecteur de fluorescence en microplaque. Le principal désavantage est
I"utilisation d’une trés grande quantité de protéine recombinante, dont la qualité est critique pour le

bon fonctionnement du systeme.

Y

Nous avons commencé a développer une expertise dans cette technologie spécifique
d’amplification par RT-QuIC grace au travail de Master 2 Recherche de Flora Kackzorowski. Nous
avons choisi de débuter ce travail sur la thématique des a-synucléinopathies car nous disposions au
laboratoire de protéine A-syn recombinante provenant de plusieurs fournisseurs. Nous avons pu fixer
des conditions opératoires qui permettent de détecter une amplification d’A-Syn a partir d’un
échantillon de tissu cérébral d’un patient atteint de DCL. La confirmation par microscopie
électronique du signal observé en RT-QuIC conforte la validité de ces premiers résultats. Notre
objectif est maintenant de confirmer ces résultats et de tester ces protocoles pour caractériser les
souches d’A-Syn présentes dans différentes a-synucléinopathies. La maitrise de cette technologie
nous permettra également de I'adapter progressivement aux autres protéinopathies afin de disposer

d’outils de caractérisation des souches pour I'ensemble des protéines impliquées dans les TNC

dégénératifs.
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5. Conclusions

Le diagnostic étiologique des TNC est aujourd’hui encore tres difficile en pratique quotidienne du
fait de phénotypes cliniques similaires bien que les protéines impliquées dans les lésions soient en
réalité de natures différentes, de I'absence de marqueurs pour un grand nombre d’entre eux et de la

fréquence élevées de co-lésions protéiques au niveau cérébral.

La récente initiative d’harmonisation de la classification d’une pathologie TDP-43 limbique
associée a des syndromes amnésiques hippocampiques vient souligner ces difficultés : ces patients
étant auparavant classés fréquemment comme atteints de MA alors que I'on retrouve au niveau
cérébral une pathologie TDP43 (Nelson et al. 2019). Un autre cas récent a également mis en lumiere
cette problématique d’identification des souches. En effet, jusqu’a présent, seuls les patients
porteurs d’'un génotype Méthionine/Méthionine au codon 129 du géne PRNP avaient été identifiés
comme cliniquement susceptibles a la souche nv-MCJ. Or, un patient porteur d’'un génotype
Méthionine/Valine et classé comme un cas typique sporadique de MCJ sur les critéres cliniques
s’avere en réalité étre une forme nv-MCJ aprés examen neuropathologique des |ésions et du profil
moléculaire de la PrPsc (Mok et al. 2017). Disposer d’outils permettant une caractérisation précise

de I’ensemble des souches protéiques impliquées dans ces TNC apparait donc comme primordial.

Mon expérience dans le domaine des maladies a Prions est un atout pour la compréhension des
altérations protéiques impliquées dans les autres protéinopathies que sont les TNC dégénératifs. Le
travail que je souhaite mener s’articule donc principalement autour de deux axes
complémentaires : I'étude des profils moléculaires des protéines agrégées d’une part et I'étude des
caractéristiques d’amplification / seeding de ces protéines d’autre part. Ces travaux permettront de
mieux comprendre la complexité protéique, d’identifier et caractériser des souches protéiques en
lien avec les lésions histologiques, le génotype quand cela est pertinent et bien siir le phénotype

clinique.

Je souhaite pouvoir mener ce projet de recherche translationnelle dans le but de proposer un
panel de marqueurs diagnostiques utilisables en pratique clinique pour des maladies qui aujourd’hui
n‘en disposent pas. La convergence entre mon environnement hospitalier et mon équipe de

recherche me permettront de mener a bien ces projets.
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V.

Sélection d’articles illustrant mon parcours

1. Streptomycine et caractérisation des souches de PrPsc

Rapid diagnosis of human prion disease using streptomycin in tonsil and brain tissues.

Isabelle Quadrio, Séverine Ugnon-Café, Maryline Dupin, Guillaume Esposito, Nathalie
Streichenberger, Pierre Krolak-Salmon, Anne Vital, Jean-Francgois Pellissier, Armand Perret-Liaudet
and Hervé Perron.

Laboratory Investigation, 2009 Apr;89(4):406-13. [Epub 2009 Feb 2]

Cet article correspond a la partie d’innovation technologique réalisée pendant mon travail de
doctorat. Le principal enjeu clinique était a I'’époque (2004-2008) d’identifier avec précision la PrPsc
dans des tissus périphériques tout en étant capable d’en décrire la souche. En effet, la souche nv-
MCIJ a la particularité d’envabhir les tissus lymphoides périphériques avant de se disséminer au niveau
central, ce qui engendre des risques différents des formes sporadiques classiques, notamment sur le
plan sanguin. Nous avons donc développé une technique utilisant de la streptomycine comme agent
de précipitation de la PrPsc, qu’elle soit cérébrale ou périphérique (amygdales), suivie d’une
détection par Western Blot classique. Cette technique s’est avérée aussi sensible que la technique de
référence a I'acide phosphotungstique et tres efficace sur de petites quantités de tissu donc bien
adapté aux tissus périphériques. Le profil protéique de la PrPres était bien conservé : les différentes
souches humaines étaient tout a fait identifiables. De plus, cette technique était bien plus robuste et

rapide que la technique de référence par ultracentrifugation.
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2. Lésions neuropathologiques dans les formes génétiques E200K de MCJ

Genetic Creutzfeldt-Jakob disease associated with the E200K mutation: characterization of a
complex proteinopathy.

Kovacs GG, Seguin J, Quadrio I, Hoftberger R, Kapas I, Streichenberger N, Biacabe AG, Meyronet D,
Sciot R, Vandenberghe R, Majtenyi K, LaszI6 L, Strobel T, Budka H, Perret-Liaudet A.

Acta Neuropathol. 2011 Jan;121(1):39-57. [Epub 2010 Jul 1]

Les formes génétiques de MCJ représentent environ 8 a 10% de I'ensemble des cas de MCJ, se
transmettent sur un mode autosomique dominant et de nombreux variants pathogenes ont été
rapportés sur le gene PRNP. Sur le plan phénotypique, elles sont trés fréquemment identiques aux
formes sporadiques. La plus fréquente des mutations est le variant c.532G>A hétérozygote (E200K).
Dans cette étude multicentrique, nous avons décrits les phénotypes cliniques et de facon
systématique les co-lésions neuropathologiques chez 39 patients porteurs de cette mutation et
originaires de 4 pays européens. Nous avons pu ainsi décrire un profil protéique de la PrPres
spécifique de ces formes E200K et un profil Iésionnel spécifique notamment dans le cervelet. Les co-
Iésions sont trés fréquentes et concernent plus particulierement I’A-syn, des phosphorylations
atypiques de Tau que nous avons pu confirmer par le profil moléculaire de Tau et les dépots
amyloides. Ces particularités sont importantes car elles doivent faire suspecter une forme génétique
de MCJ chez un patient auparavant considéré comme atteint d’'une forme sporadique pour qui une

recherche génétique n’aurait pas été réalisée.
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3. Profil des biomarqueurs du LCS dans une présentation focale de MA

CSF biomarkers in posterior cortical atrophy.

Seguin J, Formaglio M, Perret-Liaudet A, Quadrio I, Tholance Y, Rouaud O, Thomas-Anterion C,
Croisile B, Mollion H, Moreaud O, Salzmann M, Dorey A, Bataillard M, Coste MH, Vighetto A, Krolak-
Salmon P.

Neurology. 2011 May 24; 76(21):1782-8. Epub 2011 Apr 27.

Avec le développement de l'utilisation des biomarqueurs de la MA dans le LCS, il devenait
possible d’identifier spécifiquement cette étiologie dans les différents phénotypiques des TNC
dégénératifs. Les Atrophies Corticales Postérieures (ACP) sont précisément des syndromes
neurologiques dont I'étiologie est multiple et pour lesquelles l'identification de la protéinopathie
n’est pas toujours facile au stade précoce. On retrouve principalement la MA, la DCL, les syndromes
cortico-basaux (SCB) et la MCJ (variant Heidenhain). Nous avons étudiés les profils LCS de 22
patients atteints d’ACP et bien caractérisés sur le plan clinique. Nous avons ainsi pu montrer que la
plus fréquente des étiologies est de loin la MA, de lI'ordre de 90% des cas. A linverse, les
présentations cliniques motrices évocatrices de SCB ne sont pas associées a un profil évocateur d’une

MA.
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4. Nature des tubes et variations des dosages de biomarqueurs dans le LCS

Impact of harmonization of collection tubes on Alzheimer's disease diagnosis.

Lehmann S, Schraen S, Quadrio |, Paquet C, Bombois S, Delaby C, Dorey A, Dumurgier J, Hirtz C,
Krolak-Salmon P, Laplanche JL, Moreaud O, Peoc'h K, Rouaud O, Sablonniere B, Thouvenot E,
Touchon J, Vercruysse O, Hugon J, Gabelle A, Pasquier F, Perret-Liaudet A.

Alzheimers Dement. 2014 Oct;10(5 Suppl):S390-S394.e2. Epub 2013 Oct 23.

Dans le cadre du projet Neuroscreen débuté en 2006, nous avions identifié que la nature du
plastic des tubes de préléevement était un facteur tres important de variabilité des résultats de
dosages des biomarqueurs dans le LCS. Dans le cadre d’'une étude nationale multicentrique, nous
avons évalué I'impact de I'"harmonisation du tube de préléevement du LCS sur les seuils utilisés par
nos différents laboratoires pour I'interprétation des résultats de dosages. Le peptide amyloide AB1-
42 est le plus impacté par le changement de tube : sa concentration augmentait d’environ 40% avec

le nouveau tube. Nous avons ainsi pu définir de nouveaux seuils harmonisés entre les différents sites.
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5. Nouvelle technologie pour la détection de la P14-3-3 dans le LCS

Detection of CSF 14-3-3 Protein in Sporadic Creutzfeldt-Jakob Disease Patients Using a New
Automated Capillary Western Assay.

Fourier A, Dorey A, Perret-Liaudet A, Quadrio I.
Mol Neurobiol. 2018 Apr;55(4):3537-3545. doi: 10.1007/s12035-017-0607-2. Epub 2017 May 16.

La protéine P14-3-3 reste un marqueur de choix pour le diagnostic des MCJ. La technique de
référence reste son identification par Western Blot. Cependant, cette technique est lourde a mettre
en ceuvre, longue et dépend de I’habilité technique du personnel. Malgré tout, dans les contextes de
fortes protéinorachies, le profil en Western Blot est perturbé (décalage des bandes d’intérét) ce qui
permet d’éviter certains faux positifs rendus par les techniques ELISA. Devant la forte augmentation
de notre activité hospitaliére, nous voulions cependant optimiser cette technique manuelle. Nous
avons alors développé une technique d’identification de la P14-3-3 sur une plateforme haut débit,
miniaturisée et automatisée d’analyse des protéines apparentée au Western Blot. Cette nouvelle
technique, le Simple Western, a donné d’excellents résultats, similaires a la technique de référence.

Elle est depuis utilisée en routine au laboratoire.
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6. Détection de la PrP dans le LCS pour le diagnostic différentiel des MCJ

Association of Cerebrospinal Fluid Prion Protein Levels and the Distinction Between Alzheimer
Disease and Creutzfeldt-Jakob Disease.

Dorey A, Tholance Y, Vighetto A, Perret-Liaudet A, Lachman I, Krolak-Salmon P, Wagner U, Struyfs H,
De Deyn PP, El-Moualij B, Zorzi W, Meyronet D, Streichenberger N, Engelborghs S, Kovacs GG,
Quadrio I

JAMA Neurol 2015 Mar 1;72(3):267-75. doi: 10.1001 Epub 2015 Jan 5

Les phénotypes classiques des TNC dégénératifs ne posent en général pas de probléme
diagnostic. Ce n’est pas le cas des présentations atypiques, dans lesquelles les marqueurs biologiques
manquent de spécificité et peuvent ajouter a la confusion diagnostic. Dans le cadre d’une
collaboration européenne, nous avons développé un test ELISA trés sensible et spécifique de la
forme humaine de PrP, capable d’atteindre les faibles concentrations du LCS. Nous avons alors mené
une étude internationale sur des cas confirmés par autopsies de MA et de MCJ et des patients
atteints de forme probable de MA d’aggravation rapide pouvant suggérer un diagnostic de MCJ. Le
dosage de la PrP dans le LCS s’avere étre un bon marqueur diagnostique de MCJ et surtout un tres
bon marqueur pour le diagnostic différentiel des formes atypiques de MA. Sur le plan plus
physiopathologique, la diminution de la concentration en PrP totale observée dans les MCJ pourrait

s’expliquer par la séquestration de cette protéine dans les agrégats cérébraux.
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7. Dosage des protéines C9orf72 dans les DLFT génétiques

C90rf72 protein plasmatic concentrations are similar between C9ORF72 expansion carriers and
non-carriers in frontotemporal dementia.

A. Fourier, M. Formaglio, M. Sauvée, A. Perret-Liaudet, P. Latour, M. Bost , . Quadrio
Dement Geriatr Cogn Disord. 2018 Sep 27;46(3-4):180-185. doi: 10.1159/000492963

Les expansions répétées (G,C,) présentes sur une partie non codante du gene C9ORF72 sont les
mutations les plus fréquemment rencontrée dans les DLFT. Le mécanisme physiopathologique
associé n’est pas encore bien compris. Nous avons voulu explorer une des hypothéses avancées,
I’haplo-insuffisance, qui conduirait alors a une diminution de la quantité de protéine produite. Pour
cela, nous avons mesuré la concentration en protéine c9orf72 totale dans le plasma de patients
atteints de DLFT porteurs et non porteurs de cette expansion. Les premiers résultats obtenus n’ont
pas montré de différence de concentration entre nos deux groupes de patients, ce qui ne confortait

pas cette hypothese.
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8. Identification d’un profil de TDP43 dans les plaquettes

Development of an automated capillary nano-immunoassay - Simple Western assay - to quantify
total TDP43 protein in human platelet samples.

A. Fourier, J. Escal, E. Bernard, I. Lachman, A. Perret-Liaudet, P. Leblanc, I. Quadrio

Analytical and Bioanalytical Chemistry, 2019 Jan;411(1):267-275. doi: 10.1007/s00216-018-1437-4. Epub
2018 Oct 29.

Dans les protéinopathies, les protéines agrégées sont des protéines physiologiques dont le
changement de conformation altére la stabilité et favorise la tendance a I'agrégation. Le dosage
pondéral de ces isoformes pathologiques est souvent difficile du fait de la proximité entre les formes
physiologiques et pathologiques d’une part et de leur faible concentration dans les fluides
biologiques d’autre part. En revanche, la caractérisation des profils moléculaires de ces protéines
apparait pertinente pour étudier les corrélations avec les phénotypes cliniques et les éventuelles
altérations génétiques associées. Dans cet objectif, nous avons développé une technique Simple
Western, automatisée et miniaturisée, de caractérisation de la TDP43 dans différents tissus et
éléments figurés du sang. Le profil identifié dans les lysats plaquettaires est similaire a celui obtenu
dans des lysats cellulaires producteurs de TDP43 agrégée. Une validation a plus grande échelle de ces
résultats est maintenant nécessaire pour valider le potentiel intérét de ce marqueur en pratique

clinique.
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