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Alzheimer : Un diagnostic a la croisée
des disciplines et des innovations

e diagnostic de la maladie d’Alzheimer
représente un défi chaque jour renouvelé
pour les cliniciens. Reposant sur un fais-
ceau d’arguments cliniques, d’examens
d’imagerie, de tests neuropsychologiques et plus
récemment sur des marqueurs biologiques, il reste
néanmoins délicat du fait d'un chevauchement des
signes cliniques et des résultats des tests et examens complémentaires
entre les différentes démences.

Cependant, les récentes recherches et innovations, notamment en
biologie médicale, laissent espérer de futures simplifications de ces
process. C’était I'occasion de refaire le point sur le diagnostic de cette
pathologie.

Tout d’abord, le D* Olivier Bousiges du CHU de Strasbourg retrace
état de I'art du diagnostic biologique des démences neurodégénéra-
tives au laboratoire de biologie médicale.

Ensuite, le D* Susanna Schraen du CHU de Lille illustre I'intérét des
biomarqueurs du liquide cérébrospinal comme aide au diagnostic
différentiel lors de cas cliniques de présentations atypiques de la
maladie d’Alzheimer.

Enfin, le D* Christophe Hirtz, de I'Institut de médecine régénératrice
et de biothérapie de Montpellier (IRMB) expose 'apport innovant et
prometteur de la spectrométrie de masse dans ce diagnostic.

Bonne lecture !

Edwina MORISSEAU
Rédactrice en chef
edwina.morisseau@spectradiagnostic.com
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SPECTRA DIAGNOSTIC

LA HEYUOUE FRHANCOPFHORMNE

DU DlIlACNODS I IC MEDICAL

NOTE AUX AUTEURS

Spectra Diagnostic traite I'actualité du domaine de la biologie clinique, a la fois des aspects physiopathologiques et
analytiques. Elle publie des articles originaux sur I'évolution des matériels, réactifs et méthodes de diagnostic, sur

I'actualité du secteur et des synthéses par pathologie.

PRESENTATION DU MANUSCRIT
Le volume, en nombre de signes, de ces manuscrits devra
correspondre aux caractéristiques indiquées ci-dessous.

NOMBRE DE SIGNES / PAGES (DE LA REVUE) — espaces compris

OUVERTURE PAGE SUIVANTE
Article avec Article sans
photos, illustrations photos, illustrations
ou tableaux ou tableaux
2 200 signes 3700 signes 5600 signes

Exemple : Article (sans photos, illustrations ou tableaux) de 5 pages
dans larevue =1x2 200 + 4 x 5 600 = 24 600 signes

TEXTE

Dans la mesure du possible, le texte devra étre soumis a une
présentation uniforme comportant les rubriques suivantes :
introduction, matériel et méthodes, résultats, discussion,
bibliographie, résumé. Les pages seront numérotées, les notes et
les paragraphes a composer en caractéres différents du reste seront
indiqués de maniére tres précise.

Les titres et les sous-titres seront dactylographiés de facon identique
et en minuscules tout au long du texte. Les notes sont a inscrire en
bas de pages correspondantes avec un numéro de renvoi dans le
texte, marqué en exposant.

PREMIERE PAGE
Elle doit comporter :

- les prénoms entiers (en minuscule) et les noms (en majuscule)
des auteurs, avec un renvoi pour chacun d'eux détaillant leur
adresse compléte, leur numéro de téléphone, de fax et leur
email. Il sera précisé quelle est I'adresse email a privilégier
pour correspondance.

- un titre précis et concis rédigé en francais ainsi que sa traduction en
anglais ;

- les résumés en francais et en anglais de 8 a 10 lignes
dactylographiées sans abréviation, ni référence précisant les
objectifs, les résultats et les conclusions de I'étude ;

— les mots-clés, en francais et en anglais, choisis parmi ceux du
medical subjects headings de I'index medicus disponible dans
toutes les bibliothéques universitaires.

TABLEAUX ET FIGURES

Les tableaux (envoyés au format Excel, voire World) seront numérotés
en chiffres romains et les figures (adressées dans leur format le plus
originel, en piece séparée : tiff, jpeg, PowerPoint), en chiffres arabes.
Les tableaux et les figures seront appelés dans le texte et ne doivent
pas faire double emploi.

Chaque figure sera adressée dans un format modifiable.

A défaut, les caracteres a l'intérieur des figures doivent étre
suffisamment grands pour une bonne lisibilité aprés réduction.

NOMENCLATURE, OBSERVATIONS, SYMBOLES, UNITES
Les manuscrits doivent comporter un minimum d’abréviations. Le
respect des recommandations internationales pour la nomenclature
et les symboles est impératif. Utiliser les unités S.I.

BIBLIOGRAPHIE

Les références doivent étre numérotées par ordre d’apparition
dans le texte. Les références d'articles parus dans des périodiques
doivent comporter, dans l'ordre, et séparés par des virgules : le
numéro de la référence entre parenthéses, le nom en capitales des
auteurs suivis des initiales de leurs prénoms (jusqu’a 6 auteurs ; s'il
y a plus de 6 auteurs, ne mettre que les

3 premiers, suivis de « et al. »), le titre complet de I'article dans sa
langue d'origine, le nom du journal suivi de I'année de parution, du
numéro du tome en gras et de l'indication de la premiére et de la
derniére page ; les mentions « résumé » ou « lettre a I'éditeur »
(respectivement « summary » ou « letter to the editor » lorsqu'ils ont
été publiés dans des périodiques en langue anglaise) doivent figurer
entre parenthéses a la suite du titre.

Les citations de livres doivent comporter les noms des auteurs, le titre
du livre avec éventuellement le numéro du volume et de I'édition, la ville
ou il a été édité, le nom de la maison d'édition et 'année de publication.
Les citations de chapitres de livre répondent au méme principe, les noms
des auteurs, et le titre de I'article étant suivis de la référence du livre,
précédée de «in » ; les noms des « éditeurs »

scientifiques de l'ouvrage doivent en outre étre suivis de la mention
«ed»ou «eds»;les indications de pagination doivent étre placées
alafin, aprés celle de I'année de publication. Les conférences et les
communications a des congreés doivent étre présentées de maniéere
similaire, avec, a la suite du nom des conférenciers et du titre, le nom

de la manifestation, son lieu et sa date, la ville ou le compte rendu a été
édité, le nom de la maison d'édition et I'année de parution.

BON A TIRER ET COPYRIGHT

L'auteur principal recevra, avant publication, des épreuves sous
format PDF qu'il devra vérifier dans les détails indiqués. L'accord
d’un des auteurs engage également les autres auteurs. Aucune
modification ne pourra étre apportée a ce stade de fabrication,

ou seules les erreurs pourront étre rectifiées. Le premier auteur se
verra offrir un abonnement d’un an a la revue, a partir du numéro
contenant l'article.

Aucun texte ne peut étre reproduit sans I'autorisation des auteurs et
de l'éditeur. Lauteur céde également ses droits sur la version papier mais
peut, au-dela d'un an apres parution, publier I'article sur un site web en
acces libre. Le cas échéant, l'auteur est invité a le signaler a Iéditeur et a
préciser sur le site la revue dont est extrait I'article.

Informations breves

La publication d'informations bréves et originales :

lettre a I'éditeur, recommandations pratiques, tribune, compte-rendu

de colloque, présentation de cas, notes techniques sur des produits, est
encouragée sous forme de manuscrits comportant au maximum 6 pages
dactylographiées (Corps : 12 pts, Interlignage : 14 pts).

Envoyez vos manuscrits par e-mail sous fichier Word (.txt ou .doc) et Excel (.xIs) pour les tableaux a :

edwina.morisseau@spectradiagnostic.com. Vos images seront a transmettre en 300 dpi (ppp) a la taille réelle,
sur fichier séparé au format le plus originel et le plus modifiable possible : tiff, eps, jpeg ou Power Point.

CONTACT : Edwina Morisseau — edwina.morisseau@spectradiagnostic.com



ACTUALITES

CORONAVIRUS

Le déficit en Interférons de type 1 dans le sang:
une signature pour détecter les patients a risque
de forme sévére de Covid-19 et une piste thérapeutique

Quel patient va développer une forme grave de Covid-19 ? C’est une question essentielle a laquelleiil
faut répondre pour améliorer la prise en charge individuelle et le pronostic de ces patients. Dans une
publication parue dans Science le 13 juillet, des équipes de I'Inserm et d’Université de Paris a I'Institut
Imagine et des chercheurs de I’'APHP et de I'Institut Pasteur décrivent un phénotype immunologique
unique et inattendu chez les patients graves et critiques, consistant en une réponse fortement altérée
des interférons (IFN) de type |, associée a une charge virale sanguine persistante et a une réponse
inflammatoire excessive. Ces données suggérent que la déficience en IFN de type | dans le sang pourrait
étre la marque des formes graves de Covid-19 et soulignent I'intérét d’approches thérapeutiques
associant I'administration précoce d’'IFN avec une thérapie anti-inflammatoire adaptée ciblant I'lL-6

ou le TNF-a chez les patients en prévention d’une forme sévére.

luent vers une forme grave ou critique et développent

notamment une pneumonie sévére se transformant en
syndrome de détresse respiratoire aigué. Si ces formes sur-
viennent parfois au début de la maladie, les observations
cliniques décrivent généralement une progression de celle-ci
en deux étapes, commencant par une forme légére a modérée,
suivie d’une aggravation respiratoire 9 a 12 jours apres I'appa-
rition des premiers symptomes.

E nviron 5% des personnes atteintes de Covid-19 évo-

Cette évolution soudaine suggére une dérégulation de la ré-
ponse inflammatoire de ’h6te. Un nombre croissant d’indi-
cations suggere que cette aggravation est provoquée par une
forte augmentation des cytokines. Cet emballement de la
réponse inflammatoire est corrélé a une infiltration massive
dans les poumons de cellules immunitaires innées, a savoir
des neutrophiles et des monocytes, créant des lésions pulmo-
naires et un syndrome de détresse respiratoire aigu.

Par analogie avec une maladie génétique conduisant & une
pathologie pulmonaire semblable et identifiée a linstitut
Imagine par I'équipe du chercheur Inserm Frédéric Rieux-Laucat,
I'hypotheése initiale supposait une production excessive des
interférons (IFN) de type 1, un marqueur de la réponse aux
infections.

Or chez les patients gravement malades, les équipes de Darragh
Dufty (Unité d’Immunobiologie des cellules dendritiques,
Institut Pasteur/Inserm), de Frédéric Rieux-Laucat (Labora-
toire d'immunogénétique des maladies auto-immunes pédia-
triques de I'Institut Imagine - Inserm/Université de Paris), de
Solen Kernéis (Equipe Mobile d’Infectiologie, AP-HP. Centre
- Université de Paris) et de Benjamin Terrier (Département
de Médecine Interne, AP-HP. Centre - Université de Paris)
montrent que la production et 'activité des IFN de type I sont
fortement diminuées dans les formes les plus sévéres de la
Covid-19.

A cela s’ajoute une charge virale sanguine persistante,
témoignant du mauvais controéle de la réplication virale par le

systéme immunitaire des patients et conduisant a 'emballe-
ment d’une réponse inflammatoire inefficace et pathologique.
L’inflammation, provoquée par le facteur de transcription
NF-kB, entraine par ailleurs une augmentation de la pro-
duction et de la signalisation du facteur de nécrose tumorale
(TNF)-alpha et de linterleukine IL-6, une cytokine pro-
inflammatoire.

Un taux d’IFN de type 1 caractéristique

de chaque stade de la maladie

Cette faible signature des IFN de type I différe de la réponse
induite par d’autres virus respiratoires tels que le virus respi-
ratoire syncytial humain ou le virus de la grippe A, tous deux
caractérisés par une forte production de I'IFN de type I.
L’étude révele par ailleurs que de faibles taux d'IFN de type 1
dans le plasma précédent 'aggravation clinique des patients
et leur transfert en soins intensifs. Les taux d'TFN de type 1
circulant caractériseraient méme chaque stade de maladie,
les taux les plus bas étant observés chez les patients les plus
graves. Ces résultats suggerent que dans l'infection & SARS-
CoV-2 la production de I'TEN de type I est freinée chez ’hote
infecté, ce qui pourrait expliquer les formes sévéres plus fré-
quentes chez des individus faiblement producteurs de cette
cytokine, comme les personnes agées ou ceux ayant des co-
morbidités.

Par conséquent, la déficience en IFN de type I pourrait étre
une signature des formes graves de la COVID-19 et pourrait
permettre d’identifier une population a haut risque.

Ces résultats suggerent en outre que l'administration
d’IFN-alpha combinée avec une thérapie anti-inflammatoire
ciblant I'IL-6 ou le TNF-a, ou des corticoides comme la dexa-
méthasone, chez les patients les plus sévéres pourrait étre une
piste thérapeutique a évaluer pour enrayer les formes sévéres
dela COVID-19.

HADJADJ J et al., Impaired type | interferon activity
and inflammatory responses in severe COVID-19 patients,
Science, 13 juillet 2020, doi:10.1126/science.abc6027
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ACTUALITES

CORONAVIRUS

Quels symptomes inhabituels doivent faire rechercher une Covid-19 ?

symptomes de la Covid-19 mais l'infection a SARS-

CoV-2 peut induire d’autres tableaux inauguraux moins
typiques. Or, le corps médical est incité a prescrire des tests
de dépistage au moindre doute. Ainsi, certaines présentations
cliniques moins fréquentes ne doivent pas étre méconnues :

I a fievre ou les signes respiratoires sont les principaux

1/ manifestations neurologiques : si 'agueusie et 'anosmie
sont fréquentes, d’autres manifestations sont exceptionnelles
comme une ophtalmoplégie ou un syndrome de Guillain-Bar-
ré. Un syndrome confusionnel, des troubles mnésiques ont
également été rapportés en particulier chez les sujets agés
ainsi que des AVC ischémiques liés a lactivité thrombogéne
du SARS-CoV-2. Des douleurs constrictives, erratiques et du-
rables sont probablement d’origine neurologique.

2/ signes cutanés: des pseudo-engelures, parfois doulou-
reuses ont été décrites depuis le début de I'épidémie. Plus
fréquentes chez I'enfant et I'adulte jeune, leur évolution est
habituellement favorable en une semaine, mais elles peuvent
récidiver. La dyshidrose, des vésicules, une urticaire, un exan-
théme, des pétéchies et un livedo sont plus rares.

3/ des tableaux cliniques évocateurs de la maladie de Kawa-
saki ont été décrits chez I'enfant: signes digestifs initiaux,
dont de fortes douleurs abdominales, puis choc cardiogé-
nique avec une fraction d’éjection effondrée, regroupés sous
le nom de syndrome inflammatoire multisystémique pédia-
trique (PIMS). Les signes cutanés sont présents (érytheme
puis desquamation). L’age des enfants touchés, de 9 a 17 ans,
est plus élevé que dans la forme habituelle de la maladie de
Kawasaki.

4/ les atteintes endocriniennes et métaboliques sont proba-
blement liées a la large distribution organique de 'enzyme de
conversion de 'angiotensine 2 (ACE2), récepteur du SARS-
CoV-2: testicule, ovaire, hypothalamus, hypophyse, thyroide
et pancréas. Contribuant a I’état de profonde fatigue et cor-
rélé a la sévérité de la maladie, on peut observer un déficit de
la production de testostérone. L’hypokaliémie fréquemment
rapportée résulterait de la fixation du virus sur TACE2 et de la
synthese accrue d’aldostérone. La lymphopénie observée dans
certaines formes graves de Covid-19 ne permet pas d’exclure
des situations d’hypocortisolisme, déja documentées au cours
du SARS. Des cas de thyroidite subaigiie ont été rapportés.
Une hypocalcémie peut étre observée, de méme qu’une hyper-
glycémie favorisée par la majoration de I'insulinorésistance et
une atteinte directe de la glande pancréatique avec une éléva-
tion des taux d’amylase et de lipase.

L’Académie Nationale de Médecine recommande :

« d’explorer les manifestations neurologiques, endocriniennes
ou métaboliques survenant dans un contexte connu ou non
d’infection Covid-19;

o d’analyser les troubles cognitifs, leur sévérité, leur évolution
et leur persistance en s’aidant d’explorations spécifiques ;

« d’évoquer un PIMS en cas de douleurs abdominales intenses
et/ou de choc cardiogénique survenant chez I'enfant ou I'ado-
lescent ;

o de prescrire les tests de dépistage du SRAS-CoV-2
(RT-PCR et sérologie) au moindre doute devant tout tableau
clinique fruste, atypique ou inhabituel pouvant faire penser a
la Covid-19.

Académie Nationale de Médecine - www.academie-medecine.fr

SARS-CoV-2 : Bio-Rad accéléere la production

de son test sérologique Platelia

en sciences de la vie et des produits de diagnostic

clinique, accélere la production de son test Platelia
SARS-CoV-2 Total Ab, un test de dosage immunologique
sanguin permettant de déterminer si un individu a développé
des anticorps contre le SARS-CoV-2, le virus associé a la
maladie Covid-19.

B io-Rad Laboratories, un leader mondial de la recherche

Bio-Rad a lancé la commercialisation du test fin avril, qui fut
le premier test sérologique a recevoir I'autorisation d’urgence
de mise sur le marché auprés de la Food and Drug Adminis-
tration Américaine (FDA). Le test SARS-CoV-2 de Bio-Rad
est également marqué CE pour 'Europe, et, aprés validation
par le CNR francais, répertorié parmi les tests sérologiques
homologués par le gouvernement frangais pour la détection
du SARS-CoV-2.

Le test détecte les 3 types d’anticorps : IgG, IgM et IgA, une

approche qui semble étre plus sensible que les tests contre un
seul type d'immunoglobuline. L’évaluation clinique du test a

SPECTRA DIAGNOSTIC // JUILLET - AOUT 2020

démontré une spécificité diagnostique de plus de 99 % et une
sensibilité diagnostique de 100 % (test de 50 patients avec 127
échantillons plus de 8 jours apres 'apparition des symptomes).
Les tests de réactivité croisée ont démontré une spécificité de
100 % sans aucune réactivité contre d’autres échantillons in-
terférents, y compris les coronavirus non-CoV-2.

Des tests d’anticorps a large spectre peuvent fournir une image
plus compléte des taux d’infection et d’'immunité afin d’aider,
a travers le monde, les autorités de santé publique dans leurs
décisions de lever les ordonnances de confinement et 'amé-
lioration de la gestion d’'une potentielle nouvelle vague de la
Covid-19.

Le test SARS-CoV-2 Total Ab a été congu pour étre utilisé
manuellement ou sur une plateforme d’immunoessais auto-
matisée, telle que le systtme EVOLIS de Bio-Rad, qui offre un
traitement a haut débit et une tracabilité des échantillons.

Bio-Rad - www.bio-rad.com
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ACTUALITES

Marquage CE pour le panel
respiratoire de bioMérieux,
incluant SARS-Cov-2

omme précédemment annoncé, bioMérieux a vu son
‘ panel respiratoire BIOFIRE® 2.1 plus (RP2.1plus) re-

cevoir le marquage CE. Ce panel teste simultanément
23 pathogenes (19 virus dont le SARS-CoV-2 et 4 bactéries)
responsables des infections respiratoires les plus fréquentes.
Il sera commercialisé graduellement dans tous les pays qui re-
connaissent le marquage CE.

Il s’agit de la version étendue du test BIOFIRE® RP2plus exis-
tant, qui integre le virus SARS-CoV-2 avec un temps de rendu
de résultat maintenu a environ 45 minutes. Il permet égale-
ment de tester le coronavirus responsable du syndrome res-
piratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV). Ce nouveau panel
permet aux professionnels de santé d’identifier rapidement et
en un seul test, les patients atteints d’'un pathogéne respira-
toire courant ainsi que ceux atteints du COVID-19. Ce test est
tres simple d’utilisation et fonctionne avec les systémes totale-
ment automatisés Filmarray® 2.0 ou Filmarray® Torch.

Grace a des capacités de production supplémentaires et a une
base installée de plus de 14 000 systémes Biofire® a travers le
monde, ce test devrait jouer un rdle clé des maintenant ainsi
que lors de la saison des infections respiratoires a venir, car
les professionnels de santé devront lutter a la fois contre les
pathogeénes respiratoires courants et le SARS-CoV-2.

bioMérieux - www.biomerieux.fr

CORONAVIRUS

Eurofins : la détection précoce des
propagateurs asymptomatiques
du SRAS-CoV-2 sans PCR

ormis la réalisation d’un test PCR quotidien sur chaque
H employé, il existe peu d’options pour détecter les pro-

pagateurs de virus asymptomatiques qui peuvent
contaminer d’autres employés ou des visiteurs.
A la suite d’une étude approfondie portant sur plus de 6 300
tests PCR réalisés dans neuf bureaux et sites industriels en Eu-
rope et en Amérique du Nord, Eurofins a démontré que ses
tests RT-PCR COVID-19 Sentinel™ pour les surfaces environ-
nementales peuvent contribuer a la détection d’éventuels pro-
pagateurs de virus asymptomatiques.
Eurofins a lancé ce test début juillet dans le monde entier dans
le cadre de son programme Safer@Work™. Grace a une gamme
compléte de solutions de tests, comprenant des tests sur les
eaux usées, les surfaces environnementales et les masques usa-
gés, le test COVID-19 Sentinel™ d’Eurofins permet de détecter
la présence du SRAS-CoV-2 au sein de larges populations sur
un site donné (ville, usine, école...), avant qu’il ne se propage
trop largement. Si des résultats positifs sont constatés, les em-
ployés présents dans les locaux testés peuvent étre isolés et il
leur est conseillé de se faire tester par RT-PCR clinique.
C’est pourquoi Eurofins a développé le programme
COVID-19 Sentinel™, qui est abordable, facile & organiser et
non invasif. Ce programme de surveillance repose sur deux
solutions principales d’analyse environnementale : I'analyse
des eaux usées et 'analyse des surfaces.

Eurofins - www.eurofins.com

Bertin Technologies, C4Diagnostics et Enalees lancent BEC-SARS-CoV-2

tics, société de biotechnologie spécialisée dans les tests

de diagnostic in vitro innovants pour les maladies infec-
tieuses, et Enalees, leader du diagnostic point-of-care molécu-
laire des maladies infectieuses chez les animaux, ont conclu un
partenariat pour développer des tests rapides pour la détection
sur le terrain, en moins de 15 minutes, du SARS CoV 2.
Ce projet s’appuie sur le savoir-faire et les capacités des trois
partenaires, experts dans le domaine du développement, de la
validation, de la fabrication et de la commercialisation de tests
moléculaires :
« Enalees apporte sa technologie d’extraction rapide ’ARN et
son format de test moléculaire rapide qui ont été développés
et validés dans le domaine vétérinaire avec un succes tangible,
» C4Diagnostics apporte son expertise scientifique, réglemen-
taire et commerciale dans le domaine des maladies respira-
toires infectieuses,
« Bertin Technologies assure la maitrise d’ceuvre du test, ap-
porte ses compétences d’'ingénierie et assure la conformité du
produit avec les prérequis de la directive CE-IVD.
Dans un premier temps, les trois partenaires ont développé
une version visant a détecter la présence du virus dans l'en-
vironnement, en extérieur ou en intérieur. Le procédé en est
simple : un prélévement est effectué soit a 'aide d’'un écou-
villon pour les tests de surfaces, soit grace a un biocollecteur
d’air qui collecte et concentre dans un liquide les particules

B ertin Technologies, filiale du groupe CNIM, C4Diagnos-
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biologiques présentes dans I’air, rendant ainsi possible leur dé-
tection et identification. Les échantillons sont ensuite analysés
via un lecteur portable ; la présence du virus est confirmée ou
infirmée en une quinzaine de minutes.

Parallelement, les trois partenaires travaillent au développement
d’une version destinée a tester les personnes. Celle-ci a été soumise
pour validation au CNR des virus des infections respiratoires.

Ce test est un complément idéal aux technologies mises en
place dans les grandes plateformes analytiques et apporte une
grande souplesse dans I'organisation des tests. En particulier
lorsque I'acces a une telle plateforme est difficile voire impos-
sible (environnements confinés ou éloignés) ou lorsque le ré-
sultat du test est attendu trés rapidement pour besoin de mise
en quarantaine des personnes ou de fermeture de locaux.
Bruno Vallayer, Directeur Général Adjoint de Bertin Technolo-
gies, précise : « Comme la trés grande majorité des produits déve-
loppés par la société Bertin Technologies, ce test sera fabriqué en
France. En complément de son utilisation fondamentale en santé
humaine, le test - couplé a des techniques innovantes de préléve-
ment développées par Bertin Technologies - pourra étre utilisé en
controle de 'environnement pour redonner confiance aux usagers :
avions, trains, établissements recevant du public, etc. ».

« Bertin Technologies - www.bertin-instruments.com
« C4Diagnostics - www.c4diagnostics.com
« Enalees - www.enalees.com
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Eurofins Biomnis dépiste davantage

d’anomalies chromosomiques foetales

pert dans le suivi biologique de la grossesse, améliore le

dépistage des anomalies chromosomiques. Le labora-
toire profite des avancées techniques de son fournisseur his-
torique, [llumina, pour dépister non seulement les principales
trisomies (21, 18 et 13), mais aussi des trisomies et anomalies
plus rares. En outre, la performance du test est encore amélio-
rée pour une plus grande précision.
Ce laboratoire est engagé depuis 2014 aux cOtés des pres-
cripteurs dans le dépistage prénatal des anomalies chromo-
somiques feetales les plus fréquentes grace a son test Ninalia.
A partir d’'une prise de sang maternel, aprés I’échographie du
premier trimestre de grossesse, I'étude de ’ADN feetal libre
circulant permet de mettre en évidence les trisomies 21, 18 et
13. En six ans, le laboratoire a réalisé plus de 100 000 tests et
les experts ont analysé les résultats avec les prescripteurs et les
CPDPN (Centre Pluridisciplinaire de Diagnostic Pré-Natal) a
leur demande.
Eurofins Biomnis bénéficie des avancées techniques de son
fournisseur historique Illumina pour améliorer le dépistage
des trisomies 21, 18 et 13 mais également pour dépister les

E urofins Biomnis, laboratoire de biologie spécialisée ex-

Medadom et SIL-LAB Innovations

autres trisomies autosomiques et les déséquilibres supérieurs
a 7 mégabases. Si la patiente y consent, sans frais additionnels,
ces données incidentes seront rendues au prescripteur. La
connaijssance de certaines anomalies peut permettre un suivi
de la grossesse plus adapté.

Concrétement, lorsqu'une anomalie sera mise en évidence, la
patiente sera adressée a un CPDPN qui envisagera ou pas un
geste invasif (amniocentése ou trophocentése). La connais-
sance de 'anomalie permettra aux cytogénéticiens réalisant le
diagnostic prénatal chromosomique, d’adapter la technique a
utiliser (caryotype, ACPA, FISH) et le type de tissu a étudier
(villosités choriales ou liquide amniotique).

Par ailleurs, les recommandations de prescription et de rem-
boursement du DPNI ont récemment évolué afin de généra-
liser le dépistage d’anomalies chromosomiques chez le foe-
tus. Il est notamment remboursé pour toutes les grossesses
gémellaires et pour celles ayant un résultat de dépistage par
marqueurs sériques compris entre 1/50 et 1/1000. L’acces a ce
dépistage est ainsi facilité pour les patientes.

Eurofins Biomnis — www.eurofins-biomnis.com

équipent les IDE pour la téléconsultation

statut libéral ou mixte, profession essentielle dans I'ac-

cés aux soins des patients. Depuis le 1 janvier 2020, les
infirmiers peuvent étre rémunérés pour des actes d’accompa-
gnement dans le cadre de téléconsultations, favorisant ainsi le
déploiement de cette pratique auprés des personnes nécessi-
tant des soins a domicile. Dans le cadre de leurs déploiements
respectifs, Medadom et SIL-LAB Innovations annoncent
avoir signé un partenariat afin d’apporter une solution de té-
léconsultation aux infirmiers qui se rendent aux domiciles des
patients, et ainsi éviter notamment 'automédication ou le re-
fus d’accés aux soins.

I a France compte plus de 100 000 infirmiers avec un

Nathaniel Bern, CTO et cofondateur de Medadom, déclare :
« Nous sommes fiers de nouer un partenariat avec SIL-LAB
Innovations : accéder rapidement a une téléconsultation via
Papplication Medadom simplifie considérablement laccés aux
soins non programmés. SIL-LAB Innovations et ses plus de
4000 infirmiers permettra aux patients de trouver facilement
une alternative aux soins sans RDV. Les infirmiers sont en effet
un maillon essentiel du parcours de soins, et notre partenariat
permet aux patients dans Uincapacité de se déplacer d’étre pris
en charge en téléconsultation via Medadom, accompagnés d’un
professionnel de santé. »

Serge Payeur, cofondateur de SIL-LAB Innovations, précise :
« Les infirmiéres utilisatrices, de application IDELAB de SIL-
LAB Innovations, nous ont exprimé le besoin de pouvoir assis-
ter un patient dépendant a faire une téléconsultation avec un
médecin quand elles recoivent un résultat de biologie préoccu-
pant ou pathologique, comme un résultat ’INR, par exemple.
Souvent, si le médecin n’est pas disponible, l'infirmiére doit
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appeler le SAMU, encombré par le Covid-19. Medadom nous a
paru étre la bonne solution, grdce a leur engagement d’attente
de moins de 10 minutes en moyenne. Une infirmiére déja pré-
sente pour un soin peut en paralléle établir cette téléconsulta-
tion méme si le médecin traitant n’est pas disponible ou s’il n’est
pas équipé pour la téléconsultation. »

Fondée en 2017 par des médecins, Medadom est un des ac-
teurs majeurs de la télémédecine en France. SIL-LAB Innova-
tions est une société de e-santé 100 % francaise, créée en 2014,
en pleine croissance, axée sur la collaboration indispensable et
fréquente entre les infirmiéres libérales et les laboratoires de
biologie médicale sur la prise en charge biologique des patients
a domicile.

SIL-LAB Innovations développe des solutions digitales pour la
santé. Trois produits sont actuellement commercialisés :

« la solution embarquée sur smartphone P-A-D (Prélévement
a Domicile) et son application mobile « IDELab », pour sécu-
riser et optimiser les prélévements réalisés a 'extérieur du la-
boratoire de biologie médicale,

o lapplication COURSIER, pour assurer la tragabilité des
échantillons lors de leur acheminement aux LBM par des
coursiers,

« I'application CLINLab, pour les prélévements en clinique.

« SIL-LAB Innovations — www.sil-lab-innovations.com
» Medadom - www.medadom.com
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I MERCREDI NOVEMBRE

OH-10H30 | ASSEMBLEE GENERALE DU SNBH

INAUGURATION JFBM ET SESSION PROFESSIONNELLE SUR LA CRISE COVID :
MH-13H X. Palette* - SNBH, JL. Guéant* - CNBM, S. Mulliez* - ARS, J. Salomon* - DGS, G. Chéne - Santé Publique, L. Barrand* - SJBM,
JL. Pons* - CNP-BM, JP Feugeas* - SNMBCHU

PANDEMIE SARS-COV-2 : TEMOIGNAGES

14h-14h30 : Point de vue d’un épidémiologiste

A. Fontanet - Paris

14h30-15h : Point de vue d’un virologue

A. Vabret - Caen

MH-16H30 | 15h-15h30 : Point de vue d’un infectiologue

X. Lescure - Paris

15h30-16h : Crise sanitaire et relations entre les biologistes libéraux, les biologistes hospitaliers de CHU et de CH et I’ARS en Ile de France
JC. Azoulay, D. Descamps, C. Poupon

16h-16h30 : Gestion de la crise dans les pays francophones
M. Touimi Ben Jelloum* - Maroc, C. Haddad - Liban, D. Gruson - Belgique

PANDEMIE SARS-COV-2 : BIG BANG DE L’ACCELERATION NUMERIQUE

Session IFCC-Committee on Mobile Health and Bioengineering in Laboratory medicine
Modérateurs : B. Gouget et D. Gruson

17h-17h15 : Accélération numérique et résilience des systémes de santé

J. De Maeseneer - UGent and Expert Panel European Commission

17H-18H |17h15-17h30 : L’intelligence artificielle (IA) pour prévenir la propagation des pandémies
T. Hellepute - DNAlytics

17h30-17h45 : Accélération numérique et biologie médicale : quelles lecons a retenir de la crise sanitaire ?
D. Gruson - Cliniques Universitaires Saint-Luc

17h45-18h : 1A et Médecine de Laboratoire : une priorité, et enjeux pour le IFCC-CMHBLM
B. Gouget - Chair IFCC-C-MHBLM

~ JEUDI  NOVEMBRE

RETOUR DU GROUPE DE TRAVAIL « MARQUEURS RECOMMANDATIONS ) EE% EN CYTOLOGIE
OH-9H45 @ BIOCHIMIQUES DE LA PATHOLOGIE COVID-19 » POUR UN PRELEVEMENT SANGUIN DE QUALITE @
. { SFBC | | CNBH |
MC. Beauvieux - Bordeaux
10H-10H30 2 COMMUNICATIONS PARRAINEES
SURINFECTIONS BACTERIENNES LORS DES PAVM ROLE DES ALGORITHMES ET DES SCORES EN BIOLOGIE ACTUALITES SUR L’HEMOCHROMATOSE
CHEZ LES PATIENTS INFECTES PAR LE SARS-COV-2 @ MEDICALE
MH-1H45 Pr. Brissot - Rennes
Pr Burucoa* - Poitiers F. Pamoukdjian - Bobigny
Modérateur : JP. Feugeas
HEMOPATHIES FAMILIALES SI RARES QUE L’ON N’EN INFECTIONS FONGIQUES AU COURS DES INFECTIONS SPECTROMETRIE DE MASSE ET DEPISTAGE NEONATAL,
VOIT JAMAIS... OU PAS ? @ A SARS-COV-2 @ EXTENSION DU DEFICIT EN MCAD EN FRANCE
12H-12H45
F. Trimoreau - Limoges S. Bretagne - Paris C. Moreau - Rennes
Modérateur : L. Chabraoui
VITAMINE D ET COVID-19 COVID-19 : HEMOSTASE ET REANIMATION, UN DUO ETAT DES CONNAISSANCES SUR LE VIRUS SARS-COV-2
1a4a0as | @ T @ GAGNANT! (113 COLBVH]
- JC. Souberbielle - Paris CHH V. Thibault - Rennes
P. Zem - Lorient P. Guerret et A.Mansour - Rennes
10H-10H30 4 COMMUNICATIONS PARRAINEES
LA REFORME DU 3t CYCLE DE L’INTERNAT EN BM RATIONALISER LA PRESCRIPTION : UNE DEMARCHE CYTOLOGIE PEDIATRIQUE
16H30-17HIS @ | FNSIP-BM | @ VERTUEUSE ET BENEFIQUE POUR LE LABORATOIRE
M. Pannetier - Rennes
G. Beaune - Annecy, C. Oris
ERG NOUVELLE VERSION DE LA NORME MARQUEURS DE L’INFLAMMATION ET COVID-19
Q@ (o JCNEHT
17H30-18H15 V. Cattoir - Rennes ;J’ligﬁg;'?lloux - Président de la commission S94C de
Modérateur : JM. Gianolli
I VENDREDI NOVEMBRE
PRISE EN CHARGE CLINICO-BIOLOGIQUE D’UNE EPIDEMIOLOGIE SARS COV-2 SIDEP : LE BILAN
OH-OH45 HEMORRAGIE Him
Equipe hygiéne - Rennes B. Gauthier, R. Beauffret* - DSSIS
V. Le Cam-Duchez, Rouen
10H-10H30 2 COMMUNICATIONS PARRAINEES
ETUDE EN SPECTROMETRIE DE MASSE DE. LA ARRETE DU 15 MAI 2018 : DE LA THEORIE A LA LA ZONE D’INCERTITUDE TECHNIQUE
@ PROTEINE SPIKE DU SARS-COV-2 : INTERET @ PRATIQUE (e
MH-MH45 DIAGNOSTIC ET THERAPEUTIQUE V. Cattoir - Rennes
| SFBC | L. Delugin, G. Gerniguon - Rennes
S. Lehman
13H-14H PRESENTATION ET PRIX POSTERS
10H-10H30 2 COMMUNICATIONS PARRAINEES
PANDEMIE SARS-COV-2 - SESSION DE CLOTURE
14H30-16H Place des tests biologiques, enjeu sanitaire, industriel et économique
Avec les représentants du SIDIV et du ministére
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Programme d’Actions Intégrées de Recherche en 2020 :

priorité aux tumeurs cérébrales

J Institut national du cancer (INCa), la Fondation ARC
pour la recherche sur le cancer et la Ligue contre le
cancer ont renouvelé leur partenariat pour développer

de nouveaux Programmes d’Actions Intégrées de Recherche
(PAIR). Lancé en 2007 par I'INCa, ce programme a déja per-
mis de financer 80 projets a hauteur de 45,5 millions d’eu-
ros. Aprés une premiére évaluation confirmant la pertinence
de l'approche intégrative du PAIR, le prochain programme,
congu et financé par les trois partenaires, sera dédié aux « Tu-
meurs cérébrales ».

En 2018, on estime a 5 886 le nombre de nouveaux cas de tu-
meurs malignes du systeme nerveux central (SNC) et a 4 128
le nombre de déces. Entre 1990 et 2018, le taux d’incidence de
ces tumeurs est en augmentation progressive avec un accrois-
sement moyen de + 0,8 % par an chez 'homme et de + 0,6 %
par an chez la femme. Malheureusement, les taux de survie
nette a 5 ans de 'ensemble des tumeurs du systeme nerveux
central restent faibles: 19 % chez '’homme et 21 % chez la
femme, pour les cas diagnostiqués entre 2005 et 2010.

Ces cancers présentent des caractéristiques hétérogenes.
L’analyse de I'incidence par site histologique montre une in-
cidence des glioblastomes (tumeur du SNC la plus fréquente
et la plus agressive) multipliée par plus de 4 et plus pour les
deux sexes sur les 30 derniéres années (823 en 1990 vs 3 481 en

2018). Cette hausse est essentiellement attribuable a une aug-
mentation du risque de cancer lui-méme et a I'évolution des
pratiques diagnostiques.

Aussi, I'Institut national du cancer, la Fondation ARC pour la re-
cherche sur le cancer et la Ligue contre le cancer ont choisi de prio-
riser cette thématique dans le cadre du programme PAIR 2020.
L’objectif est d’accroitre, a travers la conception des projets, la
fédération d’équipes de recherche frangaises ayant un regard
original sur les questions posées a 'interface de 'ensemble de
ces disciplines. Cette interactivité, dans une logique intégrée,
doit permettre aux patients de bénéficier plus rapidement des
avancées de la recherche.

Par ailleurs, les partenaires engagent une réflexion sur un deu-
xiéme PAIR pour 2021 afin d’explorer les liens entre obésité et
cancer (dont les mécanismes liés a I'inflammation, I’étude du
métabolisme et du microbiote). L’originalité de ce programme
réside dans son approche thématique par rapport a une ap-
proche par organe. Il s’agit du deuxieme PAIR de cette nature
proposé depuis 2007, avec le PAIR pédiatrie de 2016.

« INCa, Institut National du Cancer - www.e-cancer.fr
« Fondation ARC pour la recherche sur le cancer
www.fondation-arc.org

« La Ligue contre le cancer - www.ligue-cancer.net
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Un nouvel arbovirus neurotrope identifié en France : le virus Umbre

12

plus d’un tiers des cas. Toute nouvelle identification de

pathogéne responsable d’encéphalite peut donc amélio-
rer lefficacité diagnostique et la prise en charge médicale des
patients.
Le laboratoire de Découverte de pathogénes a I'Institut Pas-
teur, associé a plusieurs équipes de chercheurs de I'Institut
Pasteur ainsi que le laboratoire de neuropathologie de I’hd-
pital de la Pitié-Salpétriere, ont initié une recherche de patho-
geénes dans des cas d’encéphalites mortelles d’origine incon-
nue basée sur I'analyse par séquencage a haut débit du tissu
cérébral. Le séquencage a été réalisé sur les équipements de la
plateforme Biomics de I'Institut Pasteur.
Chez deux patients immunodéprimés, le virus Umbre, un
virus du genre orthobunyavirus, a été identifié. Le virus infecte
des neurones du cortex cérébral, la moelle épiniére et le foie
de ces patients.
Le virus Umbre a été décrit initialement dans les années 1970 dans
des populations de moustiques Culex en zone Asie Pacifique,
mais n’avait auparavant ni été isolé chez des mammiféres (dont
I’homme), ni détecté en Europe.
L’infection par le virus Umbre de deux patients frangais, dont 'un
vivait dans la région Occitanie et n’avait jamais voyagé en dehors de
France métropolitaine, et l'autre avait fait une croisiére en méditer-
ranée avant lapparition des symptomes, a conduit les chercheurs
a rechercher lorigine de la contamination dans des moustiques.
Cette investigation réalisée en partenariat avec le CIRAD de Mont-
pellier et 'EID Méditerranée a permis d’identifier des séquences

I a cause des encéphalites humaines reste inconnue dans
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du genre orthobunyavirus trés [~

proches du virus Umbre dans

des moustiques Culex de Ca-

margue.

Une enquéte sérologique par un ﬁ

test développé al'Institut Pasteur |+

sur une population du sud de la

France composée d’environ 300

personnes « contrdles » et d'une

vingtaine de cas « encéphalites »

n’a pas mis en évidence de ré- L

ponse anticorps contre le virus .

Umbre. Ce résultat suggére qU€  Marquage en hybridation in situ

la fréquence de l'infection dans du virus Umbre sur tissu cérébral.

la population générale est au Fléche bIanche : ARN viral dans les

plus faible, ce qui ne reflete donc  <O'PS cellu]awes et_ Ies. axones neu-
. ronaux. Fleche noire : absence de

pas le risque pour les personnes marquage.

immunodéprimées.

Cette découverte d’'un nouvel arbovirus responsable d’en-

céphalite, et son existence en France représente un intérét

particulier en matiére de santé publique, et met I'accent sur

la synergie entre les cliniciens et les microbiologistes dans la

découverte d’agents pathogenes.

Philippe PEROT P et al., Identification of Umbre Orthobu-
nyavirus as a Novel Zoonotic Virus Responsible for Lethal En-
cephalitis in 2 French Patients with Hypogammaglobulinemia,
Clinical Infectious Diseases, 9 juin 2020, doi:10.1093/cid/ciaa308

© Institut Pasteur
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Cancer du sein : la trisomie 21 lance une piste thérapeutique

de recherche de la Fondation Jérome Lejeune spéciali-

sé sur la trisomie 21, apporte a la recherche sur le can-
cer du sein des éléments scientifiques qui pourraient ouvrir de
nouvelles perspectives thérapeutiques.
La déficience intellectuelle induite par la trisomie 21 (préva-
lence de 1/800) s’accompagne souvent d’une prévalence plus
élevée pour d’autres pathologies : les cardiopathies, le syn-
drome d’apnées du sommeil ou encore la maladie d’Alzhei-
mer. A l'inverse, chez ces patients, certaines pathologies sont
rares. Par exemple, le cancer du sein est quasi inexistant chez
les femmes porteuses d’une trisomie 21. Une particularité qui
lance aux chercheurs et cliniciens de nouveaux défis scienti-
fiques.
C’est ainsi que récemment, en recherchant la raison de I'im-
munité des femmes trisomiques contre le cancer du sein,cette
équipe de chercheurs a découvert que 4 génes de la méme fa-
mille (GIMAP4, GIMAP6, GIMAP7 et GIMAPS8 - GTPases of
the immunity-associated proteins), étaient sur-exprimés dans
le groupe de femmes « trisomie 21 sans cancer du sein » par
rapport a échantillon de femmes t21 avec cancer du sein.
S’ils doivent étre confirmés sur d’autres échantillons et pour
d’autres tumeurs, ces premiers résultats indiqueraient que
ces génes agissent comme des génes protecteurs de tumeurs
mammaires et que la trisomie 21 dérégule des genes portés par
un autre chromosome.
La surveillance médicale des personnes avec trisomie 21 et la

U ne étude de I'Institut Jérome Lejeune, centre médical et
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recherche sur cette pathologie servent la santé et le bien-étre
de la population générale. L’exemple de la recherche sur le
cancer du sein (une femme sur 8) qui pourrait connaitre des
avancées majeures a la suite de ces résultats, illustre le role
pivot de la trisomie 21 dans 'approche thérapeutique et pré-
ventive de nombreuses autres pathologies.

* MEGARBANE A. et al., Transcriptomic study in women with
trisomy 21 identifies a possible role of the GTPases of the
immunity-associated proteins (GIMAP) in the protection of
breast cancer, Sci Rep, 2020, 10:9447

Tumeurs cérébrales : décrypter la génétique
et la mécanique de la résistance aux traitements

Université/AP-HP), ont mis en évidence des change-

ments génétiques dans certains gliomes en récidive, a
origine de I'acquisition de résistance a la chimiothérapie.
Les gliomes, tumeurs cérébrales primitives malignes les plus
fréquentes chez I'adulte, sont peu accessibles a la chirurgie et
développent quasi systématiquement une résistance aux traite-
ments radio- et chimio-thérapeutique. Les gliomes finissent par
récidiver. Pourquoi et comment échappent-ils aux traitements ?
Il existait quelques descriptions de récidive tumorale avec une
hypermutation, c’est-a-dire une tumeur avec un nombre ex-
cessif de mutations du génome. Les phénomeénes biologiques
a lorigine de ce phénomeéne inhabituel et leur lien éventuel
avec lacquisition de résistance aux traitements n’étaient pas
connus. Par ailleurs, dans d’autres types de cancers, 'immu-
nothérapie est plus souvent efficace en cas d’hypermutation
mais cette approche n’avait pas été testée dans les gliomes.
En mettant en commun les ressources de plusieurs centres
experts et banques de données, les chercheurs ont obtenu un
échantillon global de 10 000 tumeurs, le premier de cette taille
pour une étude en cancérologie sur un seul type de cancer.
Objectif : déterminer les mécanismes d’hypermutation dans
les gliomes et la caractérisation de leur réle dans la résistance
aux traitements standards, afin d’envisager d’autres thérapies,
comme 'immunothérapie.
Tout d’abord, le phénomene d’hypermutation a été retrouvé
dans la moitié des récidives dans des sous-types de gliomes
présentant une forte chimiosensibilité lors du diagnostic

M ehdi Touat, Franck Bielle et leurs équipes (Sorbonne
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initial, avec une association claire entre ce phénomene et le
témozolomide, la chimiothérapie la plus courante contre les
gliomes. Les hypermutations ne se développent qu'apres ex-
position a ce traitement et qui plus est si celui-ci a été efficace
sur la premiére tumeur.

La seconde étape de leur travail a été de comprendre le méca-
nisme d’apparition de cette résistance. Au sein de ces tumeurs
hypermutées, 4 génes étaient quasi systématiquement mutés,
et faisaient tous partie de la voie de réparation de 'ADN ap-
pelée le Mismatch repair (MMR). Des mutations artificielles
de ces genes dans des modeles expérimentaux, ont provoqué
une résistance spécifique au témozolomide. D’autre part, in
vitro, le témozolomide appliqué a des cellules présentant une
inactivation des génes MMR produit la méme hypermutation
que celle présente chez les patients.

Dans les gliomes, ces anomalies du MMR acquises sous trai-
tement ont des effets trés particuliers, dont un affaiblissement
du systeme immunitaire qui ne peut reconnaitre ces tumeurs.
Ces résultats vont permettre de donner une information sur
la réponse a la chimiothérapie lors du diagnostic des tumeurs
et au cours du traitement, notamment en cas de récidive apres
chimiothérapie ou l'utilisation de techniques de séquencage
pourrait donner lieu & une adaptation personnalisée du
traitement.

TOUAT M. et al., Mechanisms and therapeutic implications of
hypermutation in gliomas, Nature, 15 Avril 2020, doi :10.1038/
s41586-020-2209-9
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Avec Eurobio Scientific, le laboratoire du CHR d’'Orléans
répond a la situation régionale d’urgence liée

a la pandémie de COVID-19

Nous avons rencontré Laura COURTELLEMONT et Clémence GUILLAUME, biologistes médicales
du Pole Biopathologie du CHR d’Orléans. Voici comment leur collaboration avec la société
Eurobio Scientific a permis a leur laboratoire de faire face a la situation exceptionnelle due

ala pandémie de COVID-19.

Clémence GUILLAUME, biologiste médicale et Cyril MAGDALENA, technicien au laboratoire

Spectra Diagnostic : Pouvez-vous nous

présenter votre laboratoire ?

Laura COURTELLEMONT: Le Péle Biopathologie du CHR
d'Orléans, dirigé par le Dr Eric LEGAC, a une activité annuelle
de 2,8 millions actes, pour une cotation totale 71 millions de
B et BHN. L'UF de microbiologie sous la responsabilité du
Dr Jérome GUINARD est constituée de 4 biologistes médicaux.
Elle inclut deux unités. L'unité de microbiologie constituée de
19 techniciens, prend en charge des examens de bactériologie,
parasitologie, mycologie et mycobactéries. L'unité de biologie
moléculaire infectieuse, constituée de 5 techniciens est com-
mune avec celle de génétique. Une politique de mutualisation
des automates sur 'ensemble du Pble est menée. A noter que
le pole biopathologie est équipé d'un laboratoire P3.

Spectra Diagnostic : A quelle situation avez-vous

été confrontée concernant la maladie COVID-19

pour le bassin Orléanais ? Comment avez-vous
souhaité vous équiper pour y faire face ?

Clémence GUILLAUME : Nous avons été mis en alerte
par les services cliniques mobilisés dans la lutte contre la
COVID 19. Dés la fin du mois de janvier 2020, nous avons
pris contact avec I'Institut Pasteur pour connaitre leurs
recommandations et nous tenir préts. C'est finalement
I'Institut Pasteur qui nous a fourni début février les pre-
miers outils nécessaires pour réaliser les premiers tests
PCR. Aucun kit commercial n’était alors disponible sur
le marché. Aucun cas n’avait encore été recensé au CHR
d'Orléans.
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Laura COURTELLEMONT, biologiste médicale et Astrid LABESSE, technicienne au laboratoire

Spectra Diagnostic : A quel moment avez-vous

décidé de vous équiper en PCR auprés d’un industriel ?
Sur quels critéres avez-vous fait votre choix ?

Clémence GUILLAUME : Nous étions en contact avec la
société Eurobio Scientific depuis quelques mois. Nous
avions connaissance de leur gamme ALLPLEX™ de Seegene
pour leurs différents panels IST, infections respiratoires et
gastriques. Nous envisagions d'équiper notre laboratoire de
ce type de solution automatisée.

Spectra Diagnostic : Pourquoi avez-vous

choisi la plateforme de PCR Eurobio Scientific Seegene ?
Clémence GUILLAUME : La demande en tests de dépis-
tage par RT-PCR SARS-CoV 2 a pris une grande ampleur
depuis mars. Nous avons choisi la plateforme Eurobio
Scientific Seegene pour sa capacité a traiter des volumes
significatifs et ses perspectives multiplexes (jusqu’a 72 pa-
tients par série).

Spectra Diagnostic : Comment vous a accompagné
Eurobio Scientific lors du déploiement ?

Clémence GUILLAUME : L'automate nous a été livré le
20 mars. L'installation et la formation des personnels a
pris quelques jours et nous avons réalisé trés rapide-
ment la validation de méthode. Les premiers cas étaient
déja hospitalisés et diagnostiqués par la méthode que

nous utilisions précédemment. Une semaine apreés sa
livraison, notre nouvel équipement était opération-
nel, connecté sur notre SIL. La rapidité du déploie-
ment était une condition primordiale compte tenu du
contexte d’augmentation de la demande et des pro-
blémes d’approvisionnements en réactifs. A cette pé-
riode, les solutions de diagnostic par PCR étaient déja
sous tension.

Spectra Diagnostic : Combien réalisez-vous

de tests par jour depuis le début de la pandémie ?
Clémence GUILLAUME : Nous avons commencé sur un
rythme de 800 patients par semaine en mars. En avril,
nous avons d faire face a des pics de 2 000 échantillons
par semaine. Actuellement, en mai et juin, le volume
moyen se stabilise a environ 1000 tests par semaine.
Outre les patients hospitalisés au CHR d’Orléans, nous
avons des conventions de collaboration avec d’autres
établissements régionaux : les hopitaux de Chartres, de
Bourges et de Vierzon. Nous avons également ouvert un
centre de prélévement a I'extérieur du CHR et réalisé des
campagnes de dépistages hors les murs de I'hopital, no-
tamment dans les EHPAD et lors de suspicions de clusters.
Nous avons aussi d(l nous adapter aux évolutions succes-
sives des indications préconisées au cours de I'évolution
de I'épidémie et guider au mieux les cliniciens.

/
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Spectra Diagnostic : Concernant la stratégie

de dépistage sérologique, a quel moment

avez-vous décidé de vous équiper et pourquoi ?
Comment avez-vous fait votre choix ?

Laura COURTELLEMONT: Avant le déclenchement de
I'épidémie, le Dr Eric LEGAC avait planifié I'acquisition
d'un équipement destiné a des examens d’auto-immuni-
té, actuellement externalisés. Fin mars 2020, nous avions
beaucoup de sollicitations de la part des cliniciens pour
réaliser la sérologie SARS-CoV-2. Nous souhaitions dispo-
ser d’'une technique entierement automatisée pour les
IgG et les IgM. Peu de solutions étaient alors disponibles.
Nous avons fait le choix d’acquérir I'automate Maglumi™#*
distribué par la société Eurobio Scientific mi-avril 2020. I
a été positionné a la paillasse d'immunité pour anticiper
I'internalisation de futurs examens.

Spectra Diagnostic : Comment avez-vous validé

la technique Maglumi™ Eurobio Scientific

au regard des nombreuses interrogations

sur la sérologie SARS-CoV-2?

Laura COURTELLEMONT : Lors de la réception de l'auto-
mate Maglumi™ mi-avril, nous ne disposions pas encore
de recommandations du CNR (Centre National de Réfé-
rence) ni de I'HAS (Haute Autorité de Santé) concernant
cet examen.

Le 16 avril, 'HAS a publié un cahier des charges définis-
sant les modalités d'évaluation des performances des
tests sérologiques. Nous nous sommes basés sur les exi-
gences imposées par ce document pour rédiger le dossier
de validation des performances. Les techniciens formés et
habilités par Eurobio, ont réalisé les essais dans le respect
des exigences de la norme ISO 15189. Les résultats étaient
conformes aux recommandations de I'HAS (soit une sen-
sibilité clinique supérieure a 90 % et une spécificité supé-
rieure a 98 %).

Une convention a été signée entre le CHR d’'Orléans et le
Centre National de référence des virus respiratoires. La va-
lidation des performances a été réalisée en toute impar-
tialité et indépendance vis-a-vis des différents interlocu-
teurs. Cette convention a permis de valider officiellement
le kit (https://covid-19.sante.gouv.fr/tests).

Spectra Diagnostic : Comment vous a accompagné
Eurobio Scientific lors du déploiement ?

Laura COURTELLEMONT : La formation et habilitation de
3 techniciens a été réalisée le site du CHR d'Orléans par les
équipes d’Eurobio Scientific lors de la livraison de 'auto-
mate mi-avril. Un pour la sérologie et deux pour l'auto-
immunité.

Spectra Diagnostic : Combien réalisez-vous de tests
de sérologie SARS-Cov-2 par jour, ou par semaine,
depuis le début de la pandémie ?

Laura COURTELLEMONT: Au début, l'automate fonc-
tionnait a temps plein pour absorber I'activité, liée aux

campagnes de dépistages réalisées dans les EHPAD, soit
150 préléevements par jour. Depuis, 'ensemble des techni-
ciens d’auto-immunité, au nombre de 4, ont été habilités.
L'automate peut étre fonctionnel quotidiennement selon
les besoins et les campagnes de dépistage. Actuellement,
le dépistage du personnel du CHR est en cours, soit entre
3000 et 4000 agents a tester.

Spectra Diagnostic : Comment pensez-vous
positionner vos équipements COVID-19

apreés la pandémie ?

Laura COURTELLEMONT : Outre la sérologie SARS-Cov-2,
nous allons utiliser 'automate Maglumi™ dans un second
temps pour les paramétres d’auto-immunité. Nous allons
peut-étre aussi l'utiliser pour quelques parameétres de bio-
chimie (AMH et CA125).

Clémence GUILLAUME : Concernant la plateforme PCR
Seegene, le test est spécifique au SARS-Cov-2. Nous
projetons également d’utiliser d’autres panels respi-
ratoires. lls nous seront tres utiles pour répondre aux
questions des cliniciens lors de la prise en charge de
patients présentant un probléme respiratoire dans les
semaines a venir. s

* Maglumi™ est un automate fabriqué par la société SNIBE.

euroblo

SCIENTIFIC

chr

orléans

- Contacts laboratoire :
Clémence GUILLAUME : clemence.guillaume@chr-orleans.fr
Laura COURTELLEMENT : laura.courtellemont@chr-orleans.fr

« Contacts Sté Eurobio Scientific :

Cécile Albrecht — Responsable Marketing :
c.albrecht@eurobio-scientific.com

Vincent Morgado De Sousa — Spécialiste Produits Inmunologie :
v.morgado@eurobio-scientific.com
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Un mécanisme de toxicité révélé

par la structure d’'oligomeres de la B-amyloide ?

quée dans le développement de la maladie d’Alzhei-

mer, notamment par 'accumulation extracellulaire
et 'agrégation en plaques du petit peptide B-amyloide
(AB) qui est le résultat de deux clivages successifs de
PAAP par les B- et y-sécrétases. Aujourd’hui, la forme
exacte d’AP responsable de la neurotoxicité est toujours
débattue. Un mécanisme encore peu décrit impliquerait
la formation d’oligoméres d’Ap au sein de la membrane
neuronale qui compromettrait 'intégrité de celle-ci.

L a protéine précurseur de 'amyloide (APP) est impli-

Afin de comprendre ce possible mécanisme a I’échelle
moléculaire, la structure atomique d’oligoméres d’AP a
été déterminée dans un environnement ressemblant a
la membrane cellulaire. Par une combinaison de tech-
niques telles que la RMN et la Spectrométrie de Masse
Structurale, cette étude montre que I’élément constitutif
des oligomeéres est formé par quatre copies du peptide
AP (tétrameres), assemblées sous forme de feuillets anti-
paralléles, ne présentant que peu de ressemblance struc-
turale avec les fibres formant les plaques amyloides. Par
ailleurs, cette étude révele également I'existence d’oligo-
meres plus grands (octaméres) formant un « sandwich »
de tétrameres. Enfin, des simulations de dynamique mo-
léculaire des oligomeéres ont mis en lumiere un méca-
nisme de perméabilisation des membranes, induisant le
passage d’eau et d’ions le long des oligomeéres.

Ainsi la formation de pores consécutive a l'insertion

© Benjamin Bardiaux

Apres clivages successifs de I'APP par les - et y-sécrétases, le peptide
-amyloide (vert) est libéré. Les oligomeres membranaires sont formés par
4 ou 8 copies du peptide 3-amyloide. Les propriétés physico-chimiques
des bords de ces oligomeres forment un chemin pour le passage d'eau et
d'ions (rouge) au travers de la membrane, perturbant ainsi 'homéostasie
ionique des cellules.

d’oligomeres d’AB dans les membranes neuronales
pourrait expliquer la neurotoxicité dans la maladie
d’Alzheimer.

CIUDAD S et al., AB(1-42) tetramer and octamer structures
reveal edge conductivity pores as a mechanism for membrane
damage, Nature Communications, 15 Juin 2020, doi :10.1038/
s41467-020-16566-1

Maladies neurodégénératives : de nouvelles pistes de traitement

neurodégénératives, qui constituent les formes les plus

répandues de neurodégénérescence chez 'Homme. II est
donc urgent de mettre au point de nouveaux traitements ca-
pables de contrer, voire de stopper la progression de ces ma-
ladies. Dans ce cadre, une équipe de I'Institut Pasteur a mis en
lumiére un mécanisme permettant 'élimination des déchets
neurotoxiques, permettant d’envisager de nouvelles pistes de
traitement contre les maladies neurodégénératives.

I 1 n’existe, aujourd’hui, aucun traitement pour les maladies

Les pathologies neurodégénératives se caractérisent par I'ac-
cumulation d’agrégats protéiques qui perturbent la fonction
neurale et provoquent a terme la mort des cellules du cerveau.
Néanmoins, toutes les cellules humaines possédent un systéeme
cellulaire de recyclage trés efficace permettant la dégradation de
tels agrégats de protéines : 'autophagie, identifiée et caractéri-
sée il y a plus de trente ans. Son implication dans I'apparition
des symptomes des maladies neurodégénératives, notamment
Alzheimer et Parkinson est connue mais le fonctionnement des
mécanismes biologiques impliqués reste incompris.

Des chercheurs de I'unité Biochimie membranaire et transport
a I'Institut Pasteur ont reconstitué les différentes parties de ce
mécanisme pour étudier leurs interactions in vitro et dans les
neurones en culture. Ils ont ainsi pu décrire une variante spé-
cifique de cette voie de recyclage pour les agrégats protéiques
dans les neurones.
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« Nous avons découvert que les neurones utilisent un méca-
nisme de recyclage spécifique pour dégrader les déchets qui
s’accumulent dans le neurones malades. A partir de ces obser-
vations, nous avons pu montrer l'effet protecteur de la stimula-
tion de ce mécanisme sur la mort cellulaire » explique Thomas
Wollert, responsable de I'unité Biochimie membranaire et
transport de I'Institut Pasteur.

Les chercheurs ont par ailleurs identifié les facteurs clés,
déterminants dans ce type de mécanisme. Basés sur ces ob-
servations, les scientifiques ont pu booster lactivité de ce
mécanisme. Le résultat est surprenant: méme lorsque I'on
force la production d’agrégats toxiques dans les neurones,
ces derniers ne sont plus accumulés dans la cellule. « C’est la
premiére fois que 'on peut intervenir sur des neurones pour
induire I’élimination d’agrégats toxiques » explique Stéphane
Blanchard, membre de 'unité Biochimie membranaire et
transport de I'Institut Pasteur.

Cette découverte ouvre de nouvelles perspectives dans la lutte
contre les maladies neurodégénératives, et permet d’envisager
de stopper leur progression et d’éviter qu’elles ne deviennent
la principale cause de mortalité dans les pays développés.

Lisa WETZEL L. et al., TECPR1 promotes aggrephagy by direct
recruitment of LC3C autophagosomes to lysosomes, Nature
Communications, 12 juin 2020, 11, n°2993
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Maladie de Huntington : des anomalies cérébrales

22

détectables dés I'embryon
a maladie de Huntington est due a la mutation du gene
L codant pour la protéine huntingtine et se transmet sur
un mode autosomique dominant. Deux équipes Inserm,
issues du Grenoble Institut des neurosciences et de I'Institut
du cerveau, s’intéressent aux stades précoces et antérieurs a
la maladie.
Etudiant des cerveaux d’embryons humains de 13 semaines,
issus de dons des parents suite & une interruption médicale
de grossesse, elles ont observé plusieurs différences entre des
embryons porteurs de la mutation du géne de la huntingtine
et d’autres non porteurs.
Chez les premiers, la protéine huntingtine pathologique est
anormalement localisée dans les cellules progénitrices a lori-
gine des neurones du cortex. Cette localisation anormale
est associée, entre autres, a des problémes de localisation de
protéines de jonction dans ces cellules et a des altérations de
taille, de densité et d’orientation du cil, un organite essentiel
au fonctionnement de ces cellules. Ces anomalies perturbent
’équilibre « division-différentiation » des cellules progéni-
trices. Celles-ci sont en effet issues d’un réservoir de cellules
en division dont une partie se différencie en neurones tandis
que lautre continue de se diviser pour fournir de nouvelles
cellules progénitrices. Chez les embryons porteurs de la mu-
tation, ces cellules progénitrices entrent plus vite en différen-
ciation au dépend du réservoir de cellules en division. Répétés
chez un modeéle de souris de cette maladie, ces recherches ont

- : " - .
Coupe de cortex humain. Les cellules progénitrices (magenta) sont moins
engagées dans la différentiation neuronale que celles en prolifération (vert).

révélé les mémes anomalies, & un stade équivalent du déve-
loppement embryonnaire.

Comment expliquer alors que les symptomes se manifestent
si tard ? Les chercheurs supposent la présence de mécanismes
de compensation, qui pourraient d’ailleurs intervenir lors
d’autres types de dégénérescence associée a des mutations
(Alzheimer, sclérose latérale amyotrophique...).

Cette découverte a en outre des conséquences importantes sur la
facon et le stade auxquels les traitements qui modifient le cours
de la maladie doivent désormais étre envisagés, selon les auteurs.

BARNAT M. et al., Huntington disease alters human neurodeve-
lopment, Science, 16 Juillet 2020, doi:10.1126/science.aax3338

Un microscope a force photonique haute résolution
pour observer des cellules biologiques

e microscope a force atomique
L (AFM), dont la pointe balaye la sur-

face d’un échantillon, permet d’obte-
nir des images de sa topographie avec une |
précision de l'ordre du nanometre. Mais
son utilisation est réservée aux matériaux
rigides, en raison de la force relativement
importante qu’il exerce sur la surface (10
a 100 picoNewton). Sur le méme principe,
le microscope a force photonique (PhFM)
est un nouvel instrument mieux adapté aux
matériaux mous, en particulier aux tissus
biologiques, car il exerce une force bien
plus faible (moins d’un picoNewton). Mais
jusqu’ici, son usage était limité par sa faible
résolution, trés inférieure a celle de 'AFM.
Cet obstacle a été franchi par des cher-
cheurs de lInstitut d’électronique et des
systemes (IES, CNRS/Université de Mont-
pellier) et du Centre de biologie structurale (CBS, CNRS/Uni-
versité de Montpellier/Inserm), qui ont congu un microscope
PhFM haute résolution. IlIs ont obtenu des images de la surface
de globules rouges infectés par la malaria, et observé la pré-
sence de protubérances («knobs») de moins de 100 nm sur
la membrane de la cellule, caractéristiques de la présence de
parasites dans les globules. Ce type de structures biologiques
était jusqu’ici impossible a observer avec un PhEM (résolution
de quelques centaines de nanomeétres).
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Schéma en 3D d’une particule cylindrique
supportant une pointe piégée dans une
pince optique et utilisée en mode microscope
a force photonique pour imager la surface
d’un globule rouge.

Dans un microscope PhFM, la pointe qui
balaye la surface a imager est en fait une
microparticule piégée par un faisceau laser
(une «pince optique»). Les particules utili-
sées sont en général sphériques et d’'un dia-
metre supérieur a 100 nm. Leur géométrie
et leur taille limitent la résolution. Les cher-
cheurs ont pu mettre au point une techno-
logie de PhFM basée sur des particules de
quartz de formes cylindriques (500 nm de
diameétre, 1,8 micron de haut), terminées
par une pointe.

Pour améliorer encore ces performances,
ils doivent maintenant optimiser la forme
des particules, et expérimenter d’autres
matériaux que le quartz. Ils vont égale-
ment développer des stratégies permet-
tant de saffranchir des collages entre la
pointe et les cellules, qui perturbent la mesure. Par ailleurs,
ils envisagent d’explorer I'utilisation du méme dispositif
comme nanomanipulateur pour la recherche en biologie,
en piégeant des molécules uniques- protéines ou fragments
d’ADN.

DESGARCEAUXR. et al., High-Resolution Photonic Force
Microscopy Based on Sharp Nanofabricated Tips, Nano Letters,
mai 2020, doi :10.1021/acs.nanolett.0c00729

© Monia Barnat/Grenoble Institut des Neuros-
ciences/Inserm, Université Grenoble Alpes
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Ateliers thérapeutiques dans la maladie d’Alzheimer

24

et syndromes apparentés
COLLECTIF

es preuves d’efficacité des thérapies non médicamenteuses
L saccumulent et ces interventions permettent d’améliorer

le quotidien et la qualité de vie des personnes vivant avec
des troubles neurocognitifs, ainsi que celle de leur entourage.
C’est pourquoi 62 auteurs, sous la coordination du Dr Lau-
rence Hugonot-Diener, du D" Matthieu Piccoli et de la théra-
peute Sido Rougeul, ont congu ce livre, sous-titré « Thérapies
non médicamenteuses en accueil de jour et en EHPAD, et ex-
posant des ateliers cognitifs, créatifs, sensoriels, émotionnels,
etc. a réaliser avec les patients ayant une maladie neuro-dégé-
nérative pour une thérapie non médicamenteuse adaptée.
L’ouvrage développe, en 7 champs d’intervention (ateliers
moteurs, cognitifs, musicaux, créatifs, sensoriels et émotion-
nels, de vie quotidienne et de géronto-technologie), les contri-
butions de 62 auteurs, experts reconnus du domaine. Il fournit
des éléments de preuve concrets qui permettent d’enrichir le
champ des pratiques des professionnels de santé.
A la fois simple d’accés et détaillé, ce livre apportera un éclai-
rage sur la pratique de tout intervenant auprés des personnes
agées, dans le secteur sanitaire ou médico-social, en établis-
sement comme a domicile (médecin, neuropsychologue, or-
thophoniste, ergothérapeute, psychomotricien, infirmier de
pratiques avancées, assistant de soins en gérontologie, art-
thérapeute, responsable de PASA ou d’ESAD,...).
Plus qu’un livre, cet ouvrage est largement enrichi de contenus
multimédias permettant de poursuivre 'expérience concréte
au plus pres des patients. Il vise a porter un regard humain,
professionnel et scientifique sur les moyens d’accompagner au

Ateliers thérapeutiques
dans la maladie
d'Alzheimer et
syndromes apparentés

S 3 oIS g
Lswrae s HUMGDAOT-DITNAR,
Matthirg FEOOOL & Sidc ROUGELL

Apprendre & Réapprendre

mieux les personnes vivant avec une maladie d’Alzheimer ou
un syndrome apparenté.

A noter : les droits d’auteur de ce livre iront a France Alzhei-
mer et STIMCO (Centre d’Expertise National en Stimulation
Cognitive).

Editions Deboeck Supérieur,

Collection Apprendre et réapprendre

ISBN : 978-2-8073-2620-0

Juin 2020 - 256 pages - 39,00 € TTC
www.deboecksuperieur.com/collection/apprendre-et-reapprendre

Gérer les talents avec la psychologie positive
Attirer, recruter, fidéliser et manager

Corinne SOUISSI

ternalisation, responsabilité sociale et économique... La gestion des

talents devient désormais incontournable pour toute entreprise !
Mais comment attirer, recruter, fidéliser et manager les talents de fagon no-
vatrice et dynamique pour ces nouvelles générations qui entrent sur le mar-

M ondialisation, hyper compétitivité, transformation numérique, in-

ché du travail ?

L’approche par la psychologie positive propose des concepts pratiques avec
des outils originaux a mettre en ceuvre pour accompagner au quotidien les

professionnels des ressources humaines et du management.

Ancré dans la réalité du terrain et illustré de nombreux exemples et conseils,
cet ouvrage vous explique étape par étape comment gérer les talents pour

développer des compétences rares.

Ce livre aidera managers et responsables RH a viser 'excellence de la perfor-
mance, tout en préservant le capital humain par la qualité de vie au travail.
Son auteur, Corinne Souissi est praticienne en psychologie positive, maitre
praticienne en PNL, diplomée en management des ressources humaines et

coaching.

GERESO Edition

ISBN : 978-2-37890-353-4

Juin 2020 - 275 pages - 25,00 € TTC
www.la-librairie-rh.com
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BYG4lao

Comment nous contribuons a la chaine de valeur de la biologie médicale

BYG conforte son positionnement de premier éditeur européen de Solutions Middleware
en biologie médicale avec I'acquisition de partner4lab.

BYG couvre toutes les disciplines, tous les types organisations privées ou hospitalieres, mono
ou multi SIL, dans un environnement mono ou multi plateaux techniques.

Notre expertise est également unique dans de nombreux domaines : la gestion des contréles
qualités, la validation des méthodes, 'immunohématologie, I'épidémiologie, I'hygiéne...

Notre volonté est d’aider nos clients biologistes et plus largement les laboratoires de biolo-
: gie médicale a valoriser leur savoir-faire aupres des établissements de soins avec lesquels ils
Cyril Verhille travaillent, d'étre au plus prés des cliniciens prescripteurs et in fine auprés de leurs patients.

Président Nous voulons apporter notre contribution active a la chaine de valeur de la biologie médi-
cale.

Cette ambition n'est possible qu’'avec un niveau de satisfaction élevé chez nos clients et parte-
naires. C'est grace a une implication et une réactivité forte de nos 70 collaborateurs,

a un niveau de certification répondant aux critéres mondiaux les plus exigeants dans le do-
maine des logiciels de santé (ISO 13485 -IEC 62304), a une implantation mondiale et une in-
novation continue dont les bénéfices permettent I'amélioration de l'efficience des laboratoires
de biologie médicale.

Les solutions et services que nous présentons dés cet automne en témoignent.

Notre nouvelle identité BYG4lab réaffirme cet engagement.

Think BYG

xyzcom.fr

Bring value to diagnostics



ACTUALITES

MANIFESTATIONS

2020
9-11 septembre Congres de la Société Francaise d’Hématologie PARIS
16-18 septembre 58¢ Congrés de la Société de Toxicologie clinique (STC) BORDEAUX
16-18 septembre 7¢ journée de Toxicologie et Médecine d'urgences (STC) BORDEAUX
22 septembre Pulsy 2020 : Sécuriser et partager les données de santé STRASBOURG
28 sept. - 1" oct. 10¢ Conférence de Santorin SANTORIN, Grece
7-8 octobre Forum Labo LYON, Eurexpo
7-9 octobre Santexpo - ex-Paris Healthcare Week PARIS
14-16 octobre 3% Journées Francophones de Biologie Médicale RENNES
2-5novembre Carrefour Pathologie PARIS, Palais des Congres
4-5novembre Journées de I'Innovation en Biologie 2020 PARIS, Palais des Congrés
MEDICA 2019 Disseldorf, Allemagne

16-19 novembre

17-19 novembre 53¢ Congres annuel de la Société Francaise d'lImmunologie (SFI) PARIS, Cité des sciences et de l'industrie
19 novembre 42¢ conférence LABAC - Premiére conférence internationale sur I'hémolyse in vitro PARIS
COPACAMU MARSEILLE

19-20 novembre

PARIS, Maison de la Chimie

4-5 décembre 54 Journées de Biologie Praticienne
9-11 décembre Congres de la Société Francaise de Toxicologie Analytique (SFTA) GRENOBLE
14-15 décembre 40° RICAI PARIS, Palais des Congres

2021

16-20 mai 2021 XXIV IFCC-EFLM EuroMedLab Munich 2021 MUNICH, Allemagne

2023

21-25 mai 2023 XXIV IFCCWorldLab Rome 2023 ROME, Italie
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Khalid DEOJEE*, Arsia AMIR-ASLANTI*

BOURSE & BIOTECHS

L'intelligence artificielle francaise
accentue sa percée grace a la société OWKIN

Bourse & Biotechs : Ce mois-ci les actualités viennent du secteur non coté.

* Grenoble Ecole de Management 12 Rue Pierre Sémard — 38000 Grenoble
Tél.: 433 (0)4 76 70 60 60 — www.grenoble-em.com

ujourd’hui, des outils efficients de prévention
des maladies et des approches diagnostiques
multidisciplinaires innovantes permettent le
développement de nouveaux traitements ou de
nouvelles approches de diagnostic médical visant & répondre
aux attentes des patients et de la communauté médicale.
Cela impose une interaction des savoirs et un décloisonnement
des barriéres technologiques sectorielles. Cette convergence
entre la biotechnologie, la nanotechnologie et la technologie
de linformation s’illustre notamment par lapparition de
nouveaux produits ne pouvant étre étiquetés classiquement
comme appartenant a un secteur ou a un autre.
Ces derniéres années, 'industrie de I'intelligence artificielle montre
un intérét grandissant pour les applications médicales afin de
pouvoir exploiter toute nouveauté dans la conception de nouvelles
solutions (produits, traitements, services) grace aux mégadonnées.

|- UENTREE DE L'INTELLIGENCE ARTIFICIELLE

L’avénement de cette approche a montré l'importance
des convergences technologiques, puisque les systemes
informatiques ont permis d’analyser et d’interpréter les grandes
quantités d’informations obtenues. Tres vite, les technologies
issues de la TIC sont devenues a leur tour des moteurs majeurs
pour le marché de la santé. A ce titre, le géant de I'informatique
IBM espeére révolutionner le secteur de la santé grace a son
programme informatique d’intelligence artificielle. L’entreprise
américaine compte utiliser son superordinateur WATSON en
vue d’aider les cliniques a proposer des traitements sur-mesure
notamment pour les patients atteints du cancer.

Cette convergence multidisciplinaire engendre un besoin
croissant en matiére de traitement et de transfert des
données médicales, ainsi que la nécessité d'une plus grande
disponibilité de ces informations plus particuliérement en
temps réel. De plus, ces technologies permettent déja la mise
en place de systémes de recueil et de traitement de données et
d’informations sur les patients. Ces développements ont été a
la base de la création du secteur de I'e-santé.

L’intégration des données et leur normalisation n’est pas un
sujet récent mais il s’est grandement généralisé avec l'essor de
I'informatique, des méthodes haut débit et de la problématique
des Big data. 1l n’existe aucun vrai consensus sur la maniére
d’intégrer les données. De ce fait, la méthodologie d’intégration
et le choix des données dépendra essentiellement de la
question biologique posée.

Il - OWKIN : UN BEL ESSOR FRANCAIS

Fondée en septembre 2016, Owkin espére, grace a une
approche technologique basée sur la « machine learning »,
analyser des bibliotheques d’imagerie médicale, les données
moléculaires ou encore des ensembles de données cliniques
en vue de découvrir des modeles de biomarqueurs complexes
qui sont a l'origine des pathologies. Pour atteindre cet objectif,
Owkin s’est renforcée pour faire avancer la médecine a I'aide
du big data et de I'intelligence artificielle. Dans cette optique,
la start-up francaise a cloturé son tour de table de la série A
d’un montant total de 70 millions de dollars US avec une
derniére participation de 18 millions de la part des fonds
d’investissement Mubadala Capital et BPiFrance, en juin 2020.
Ce montant de 70 millions de dollars vient du capital-risque.
Le capital-risque est 'une des composantes de l'activité
financiere du capital investissement, lequel concerne
linvestissement en capital dans de jeunes entreprises a fort
potentiel de croissance et non cotées en bourse. Le secteur des
entreprises hi-tech justifie plus encore le recours a ce type de
financement par des investisseurs qui ont une vision a long
terme et qui sont en mesure d’assumer un risque plus élevé.
D’une maniére générale, une entreprise non-cotée telle que
Owkin procede a plusieurs séries de financement A, B, C et D
avant de contempler I'idée d’une cotation en bourse.

La capacité d’Owkin & trouver du financement par des
fonds privés et publics nationaux et internationaux renforce
l'approche technologique et la viabilité du modeéle économique
de Pentreprise. De plus, la tendance haussiére du financement
disponible depuis quelques années constatée par le bureau
d’étude CB insights (Figure I) pour le secteur de I'intelligence
artificielle démontre l'intérét grandissant de la part de la
communauté financiére et industrielle pour ce secteur. m

Figure 1
Financement
record des start-ups
de l'intelligence
artificielle en 2019
En milliards de dollars
Source : (B Insights
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MISE A JOUR DES CONNAISSANCES

Olivier BOUSIGES!
Diagnostic biologique
des démences neurodégénératives

RESUME

I'imagerie par résonnance magnétique). Cependant, il est maintenant possible depuis une dizaine d’années de doser en routine des biomarqueurs dans le

Les démences neurodégénératives représentent avec le vieillissement de la population un enjeu majeur de santé publique. Le
diagnostic de ces pathologies s'effectue grace a différents tests neuropsychologiques et a I'imagerie médicale (par exemple,

liquide cérébrospinal. A I'heure actuelle, ils aident principalement a confirmer ou infirmer le diagnostic biologique de la maladie d’Alzheimer. Lorigine des
et AB
la protéine Tau phosphorylée sur la thréonine 181. Cet article décrit l'origine, le dosage et l'interprétation de ces biomarqueurs et met en avant la nécessité

biomarqueurs utilisés est directement liée a la physiopathologie de la maladie. Ces biomarqueurs sont les peptides AR la protéine Tau totale et

1-42 1-40"

d'en découvrir d'autres. Une meilleure catégorisation de ces démences neurodégénératives par de nouveaux biomarqueurs permettrait le développement
d'essais thérapeutiques ciblés pour chacune de ces pathologies.

z Maladie d’Alzheimer - Liquide cérébro-spinal (LCS) - Biomarqueurs

MOTS-CLES Peptides AB, ,, - Peptides AB, ,, - Protéines Tau totales - Protéines phospho-Tau, ,

1-42 1-40

Biological diagnosis of neurodegenerative dementia

SUMMARY

about ten years to routinely measure biomarkers in cerebrospinal fluid. At present, their primary role is to help confirm or disprove the biological diagnosis of Alzheimer’s disease.

Neurodegenerative dementia is a major public health issue with the ageing of the population. The diagnosis of these pathologies is carried
out using various neuropsychological tests and medical imaging (e.g. magnetic resonance imaging). However, it has now been possible for

The origin of the biomarkers used is directly related to the pathophysiology of the disease. These biomarkers are the peptides AB, ,, and AB, ,, the total Tau protein and the
phosphorylated Tau protein on threonine 181. This article describes the origin, assay and interpretation of these biomarkers and highlights the need to discover others. A better
categorization of these neurodegenerative dementias by new biomarkers would allow the development of targeted therapeutic trials for each of these pathologies.

KEYWORDS Alzheimer’s disease - Cerebrospinal fluid (CSF) - Biomarkers - Peptides AB, ,, - Peptides AB, - Total Tau proteins - Phospho-Tau proteins,
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I-INTRODUCTION

L’ensemble des démences en France concerne
environ 900 000 personnes, avec chaque année
plus de 225 000 nouveaux cas. Cependant, la moitié
de ces cas n’est pas ou mal diagnostiquée car le
diagnostic clinique différentiel des démences est
complexe en raison de l'existence de nombreux
types pouvant avoir des symptomes communs
(Figure 1). Par ailleurs, la plupart des démences
sont des pathologies liées au vieillissement,
progressant souvent lentement, a bas bruit. Ainsi,
lidentification précoce des pathologies démentielles
est difficile car les cliniciens doivent déterminer,
dans un premier temps, si les troubles cognitifs ont
bien une origine pathologique, et dans un second
temps, effectuer un diagnostic distinctif entre les
différentes pathologies démentielles. De plus, la
fréquence des comorbidités dans ces pathologies
peut venir complexifier le diagnostic.

Dans ce contexte, des biomarqueurs spécifiques
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de chaque pathologie démentielle permettant un
diagnostic biologique serait d’une grande aide pour
les cliniciens. Malheureusement, a I'heure actuelle
en routine clinique, il n’existe de biomarqueurs que
pour la maladie d’Alzheimer.

La maladie d’Alzheimer représente 70 % des
démences et son diagnostic biologique est donc
indispensable pour les cliniciens. Dans un premier
temps, nous détaillerons la physiopathologie
de la maladie afin de bien comprendre l'origine
des biomarqueurs utilisés dans son diagnostic
biologique.

Il - PHYSIOPATHOLOGIE
DE LA MALADIE D’'ALZHEIMER

Dun point de vue anatomopathologique, la
maladie est caractérisée par une perte neuronale
importante débutant dans la région hippocampique
(région trans-entorhinale) et se propageant ensuite
a I'ensemble du cortex. Cette neurodégénérescence
est en partie due a deux phénomenes agrégatifs :
d’une part, la formation de filaments de la protéine
Tau appelée PHF (Paired Helical Filaments),
consécutive a  son  hyperphosphorylation,
conduisant a la formation des dégénérescences
neurofibrillaires (DNF) ; d’autre part, la formation




Figure 1

Maladies neurodégénératives classées selon leurs symptomes cliniques

Liste non exhaustive de maladies neurodégénératives visant a montrer la superposition des symptémes entre ces différentes pathologies.
Le diagnostic différentiel est donc complexe, surtout en début de maladie.

DLFT : Démence Lobaire-Fronto-Temporale, MA : Maladie d'Alzheimer, APP : Aphasie Progressive Primaire, DS : Démence Sémantique,
ACP: Atrophie Corticale Postérieure (syndrome de Benson), MP : Maladie de Parkinson, DCL : Démence a Corps de Lewy, DP : Démence
Parkinsonienne, DCB : Dégénérescence Cortico-Basale, PSP : Paralysie Supranucléaire Progressive, AMS : Atrophie MultiSystématisée,

DLFTP : Démence Lobaire Fronto-Temporale Parkinsonienne

Démences

de plaques amyloides par clivage de la protéine
précurseur de 'amyloide (APP) (1).

1. FORMATION DES DNF

Les protéines Tau (Tubulin-associated unit)
appartiennent a la famille des protéines associées
aux microtubules (MAP, Microtubule-Associated
Proteins). Elles jouent wun role important
dans la polymérisation et la stabilisation des
microtubules via leurs domaines de liaison aux
microtubules, le transport intracellulaire axonal,
ainsi que la croissance axonale au cours du
développement (2). Ces protéines peuvent subir
différentes modifications post-traductionnelles
comme la méthylation, l'ubiquitination, la
nitration, l'acétylation, la glycation et surtout la
phosphorylation (3). Physiologiquement, il existe
un équilibre entre les réactions de phosphorylation,
régies par des kinases (GSK-3B, Cdk5, MAPK,
MARK...), et celles de déphosphorylation,
controlées par des phosphatases (PP1, PP2A,
PP2B...) (4). Cet équilibre est bouleversé lors
de la maladie d’Alzheimer et survient alors une
phosphorylation accrue de Tau, notamment des
résidus aminoacyl qui ne le sont pas normalement
(Figure 2). Lhyperphosphorylation de Tau
modifie la conformation de la protéine qui se
dissocie alors des microtubules, ceux-ci n’étant
alors plus correctement stabilisés (6). Cette
désorganisation microtubulaire conduit & un
dysfonctionnement du neurone et a sa mort (7).

Les propriétés isoélectriques des protéines Tau
hyperphosphorylées sont altérées, ceci étant a
I'origine de leur insolubilité (8). Celle-ci entraine la
formation de filaments appariés en hélice ou PHF
(Paired Helical Filaments) dans les compartiments
somato-dendritiques et axonaux, dont I'association
va former les dégénérescences neurofibrillaires
(DNEF). Dans les neurones présentant des DNF, la
protéine Tau est trois fois plus phosphorylée que
dans les neurones sains (9). Ainsi, suite a la mort
de ces neurones, il est possible de retrouver une
augmentation des niveaux des protéines Tau totales
et des protéines Tau phosphorylées dans le liquide
cérébro-spinal (LCS) des patients atteints de la
maladie d’Alzheimer (10).

2. FORMATION DES PLAQUES AMYLOIDES

Les plaques amyloides sont formées a partir du
clivage protéolytique de la protéine précurseur
de T'amyloide, 'APP (amyloid precursor protein)
(11). L’APP est une protéine transmembranaire
ubiquitaire dont le réle physiologique précis n’est
pas encore bien défini. Cependant, différentes
études indiquent qu’elle pourrait étre impliquée
dans la formation du cytosquelette, la régulation
de la concentration de calcium intracellulaire, le
développement et la modulation des fonctions
synaptiques (potentialisation a long terme),
la facilitation de la croissance et de la survie
neuronale, la protection contre le stress oxydatif
ou encore la protection contre certains toxiques et
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Figure 4
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pathogenes (12, 13). La protéine APP est clivée par
des protéases appelées sécrétases. En fonction des
sécrétases qui interviennent, deux voies de clivage
sont possibles : la voie non-amyloidogénique et la
voie amyloidogénique (Figure 3).

Soit 'APP est d’abord clivée par l'a-sécrétase,
libérant un fragment sAPPa et un fragment aCTF ;
ces deux fragments ne présentant pas de toxicité
particuliére. Le fragment aCTF (aC-terminal
fragment) est ensuite clivé par les y-sécrétases,
générant un fragment p3 et un fragment AICD
(APP intracellular domain). Aucun des fragments
formés par ces clivages n’induit de processus
agrégatif ou toxique. Ainsi, la voie de clivage de
I'APP impliquant l'a-sécrétase et les y-sécrétases
est appelée non-amyloidogénique (15, 16).

En revanche, si 'APP est d’abord clivée par la
B-sécrétase, la protéine va libérer un fragment
sAPPp et un fragment PCTF présentant tous deux
une certaine toxicité. Le fragment BCTF est ensuite
clivé par les y-sécrétases en un fragment AICD et
en peptides amyloides AP. Les y-sécrétases peuvent
cliver les BCTF en différents résidus et, en fonction
du site de clivage, des peptides de longueurs
différentes sont formés. Les peptides AP résultants
varient de 28 a 43 résidus a partir de leur extrémité
C-terminale, tandis que lextrémité N-terminale

peut étre raccourcie de deux a dix acides aminés.
Les noms des peptides amyloides permettent de
déterminer leur taille en acides aminés. Par exemple,
AB, ,, (ou AP,) est constitué de 42 acides aminés.
Ces peptides amyloides ne sont pas tous produits en
méme quantité et n’ont pas tous la méme toxicité.
Le peptide produit en plus grande quantité est le
peptide AB, , (ou AB, ), représentant jusqu'a 60 %
de 'ensemble des peptides produits (17). Tous ces
peptides ont une capacité a s’agréger en oligomeres
toxiques, mais le peptide AB, ,, a la propension la
plus importante a 'agrégation et il est retrouvé en
plus grande quantité dans les plaques amyloides (1,
18, 19). Lors de la maladie d’Alzheimer, le peptide
A, , est présent en plus grande quantité dans le
cerveau des patients, soit par une augmentation
de sa production, soit par une diminution de sa
clairance. L’augmentation d’Ap, ,, dans le cerveau
conduit & une majoration des phénomeénes
agrégatifs. Ainsi, les peptides amyloides, qui sont
éliminés en partie dans le LCS, peuvent présenter
des changements de concentration dans ce fluide
biologique. Les peptides AP, , qui s’agregent
en plus grande quantité dans le cerveau des
patients, présentent donc une diminution de leur
concentration dans le LCR de ces mémes patients
(20, 21).
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II1- DIAGNOSTIC
DIFFERENTIEL DES DEMENCES

Les syndromes démentiels peuvent étre
classés comme neurodégénératifs et non-
neurodégénératifs. Les principales démences
neurodégénératives sont la maladie d’Alzheimer,
la démence a corps de Lewy (DCL), la démence
parkinsonienne (DP), la démence fronto-temporale
(DFT) et, moins fréquemment, la paralysie
supranucléaire progressive (PSP), l'atrophie
multisystématisée (AMS), la dégénérescence
corticobasale (DCB) et les maladies & prion (par
exemple, la maladie de Creutzfeldt-Jacob). Le point
commun a toutes ces pathologies est la présence
de lésions neuronales consécutives a des agrégats
anormaux de protéines, d’oll leur appellation de
protéinopathies. Ces agrégats protéiques peuvent
étre de différentes natures et permettent ainsi une
classification des protéinopathies (Figure 4).

La démence vasculaire, 'hydrocéphalie a pression
normale (HPN), linsomnie fatale familiale
pour les maladies cérébrales, la psychose et la
bipolarité pour les maladies psychiatriques ainsi
que les démences liées a l'infection par le virus
de l'immunodéficience humaine, la syphilis et
la neuroborélliose sont considérées comme des
démences non-neurodégénératives. Il convient de
noter qu'une faible proportion de ces démences
non-neurodégénératives est curable (par exemple,
I'hypothyroidie, la déficience en vitamine B12). Il
est donc important, lors d’'un diagnostic différentiel
de démence, d’explorer ces différentes étiologies
et ainsi de doser la thyréostimuline (TSH) dans le
sang pour l'exploration de la thyroide, d’évaluer
les fonctions rénales (créatininémie et clairance
de la créatinine) et hépatiques (dosage sanguin
des transaminases, de la y-glutamyltransférase), de
mesurer I'albuminémie, la natrémie, la calcémie, la
glycémie, Iétat inflammatoire (protéine C réactive)
et d’étudier 'hémogramme (a la recherche d’une
anémie par déficit en vitamine B12 ou en acide
folique). Bien évidemment, le sérodiagnostic des
différentes maladies infectieuses pouvant conduire
a des états démentiels et précédemment citées
peut étre réalisé dans le cadre d’un diagnostic
différentiel. La recherche de maladies auto-
immunes (neurolupus, syndrome de Gougerot-
Sjogren, neuro-Behget), de maladies métaboliques
(maladie de Wilson) et de tumeurs cérébrales
peut également étre effectuée. Cette liste n’est pas
exhaustive et montre bien une des raisons de la
complexité du diagnostic différentiel des démences
liée a leur grand nombre.

Comme décrit sur la Figure 1, les pathologies
démentielles neurodégénératives peuvent présenter
des phénotypes cliniques proches qui sont souvent
dus au chevauchement des régions cérébrales
atteintes. Si 'on ajoute a cela une comorbidité
non négligeable chez les personnes éagées, on
comprend aisément les difficultés diagnostiques. Le
diagnostic de certitude, s’effectue encore a I'heure
actuelle post-mortem. Lorsqu’il y a suspicion de
démence, lors du déces de la personne une autopsie
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est réalisée et le cerveau est prélevé pour analyse.
L’anatomopathologiste établit son diagnostic
sur des critéres topographiques (quelles sont
les structures atteintes), ainsi que sur différents
critéres histologiques : les lésions sont-elles intra
ou extracellulaires (par exemple, les plaques
amyloides sont extracellulaires alors que les DNF
sont intracellulaires), quel est le type de cellules
touchées (par exemple, dans la DCL, les agrégats
d’a-synucléine se constituent dans les neurones
alors que dans ’AMS, ils se forment dans les glies),
quelle est la nature de la protéine constitutive de
l'agrégat (amyloide, Tau, a-synucléine...) (Figure
4) et enfin 'importance et le nombre de lésions
observées. Ainsi, 'anatomopathologiste détermine
la ou les pathologies dont souffrait le patient ainsi
que son stade d’évolution.

Du vivant du patient, seul un diagnostic probabiliste
peut étre posé. Les cliniciens s’appuient bien
évidemment sur 'examen clinique, sur un entretien
avec le patient et ses proches, mais surtout sur les
tests neuropsychologiques (tests standardisés, par
exemple le mini mental test examination MMSE) et
I'imagerie cérébrale. La tomographie par émission
de positon amyloide (TEP-amyloide) permet le
marquage des dépots amyloides (mais elle n’est pas
toujours réalisable en routine clinique), I'imagerie
par résonance magnétique structurale met en
évidence d’éventuelles pertes neuronales et la TEP
au fluoro-désoxyglucose (FDG) décele un éventuel
hypométabolisme. L’analyse de la ponction
lombaire, développée dans le chapitre suivant,
contribue également au diagnostic.

IV-DIAGNOSTIC
BIOLOGIQUE DES DEMENCES

Comme précisé précédemment, le diagnostic
biologique des démences ne repose pour I'instant
que sur les biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer.
Dosés dans le LCS, ils correspondent aux peptides
AB,,, et AP, aux protéines Tau totales et Tau
phosphorylées sur le résidu thréonine en position
181.

1. POURQUOI CES BIOMARQUEURS
DOIVENT-ILS ETRE DOSES
DANS LE LCS ET PAS DANS LE SANG?

Cent-cinquante mL de LCS sont en contact direct
avec l'espace extracellulaire du cerveau. Ainsi,
la libération des protéines cérébrales s’y effectue
directement. Le LCS va donc refléter directement
les processus pathologiques cérébraux. Les
protéines d’intérét AB, , et AR, y sont donc plus
concentrées (10 fois plus) que dans le sang et leur
dosage dans ce fluide est donc plus aisé (22, 23). Un
autre avantage du LCS par rapport au sang, est la
quasi-absence de cellules, celles-ci étant susceptibles
d’interférer lors du dosage des biomarqueurs. Enfin,
la protéine APP étant ubiquitaire, il existe une
production de peptides amyloides en périphérie.



Une partie des peptides amyloides plasmatiques
provient également du cerveau par clivage de
IAPP et ceux-ci traversent la barriére hémato-
encéphalique (BHE) par efflux. Dans le cerveau,
les peptides amyloides solubles sont éliminés soit
par dégradation, soit par passage dans le LCS, soit
en étant pris en charge par des protéines (apoE ou
a2-microglobuline) qui permettent leur transport a
travers la BHE et par la protéine transmembranaire
NRP (neuropiline) qui assure leur efflux dans
le sang. Chez le sujet atteint de la maladie
d’Alzheimer, la formation d’oligomeéres, de fibrilles
et la séquestration dans les plaques amyloides
prédominent. Cela va conduire a un déséquilibre
entre les formes cérébrales et plasmatiques. Dans
le plasma, le peptide amyloide est essentiellement
lié a des protéines (majoritairement a la forme
soluble de la neuropiline). Il peut étre métabolisé
par le foie et éliminé par le rein. C’est pourquoi une
corrélation existe chez les patients sains pour AB,
et AP, , mais est perdue chez les patients atteints
de la maladie d’Alzheimer (23). Ainsi, le dosage des
peptides amyloides dans le sang ne reflete pas ce
qui se passe réellement dans le cerveau et ne peut
donc pas servir pour le diagnostic biologique de la
maladie d’Alzheimer.

2. CONDITIONS DE PRELEVEMENT
ET DE TRANSPORT DU LCS

Le type de tube pour collecter le LCS est extrémement
important. En effet, certaines protéines, et notamment
les peptides amyloides, ont tendance & sadsorber sur la
paroi des tubes en polystyréne. Ainsi, il est fortement
conseillé de recourir a un tube en polypropyléne afin
de diminuer ces phénomeénes. Cependant, méme avec
ce matériau, de fortes variations ont pu étre observées
en fonction des fabricants, celles-ci allant jusqu’a
50 % (24). De fait, ces tubes ne sont pas constitués
uniquement de polypropyléne et les résultats différent
selon le traitement de surface réalisé par les fabricants.
Ainsi, dans un souci dhomogénéisation des dosages de
ces biomarqueurs dans les différents centres frangais,
le groupe de travail « Standardisation des marqueurs
biologiques du LCS dans la maladie d’Alzheimer » de
la Société Francaise de Biologie Clinique a suggéré
l'utilisation des tubes en polypropyléne de la société
Sarstedt (contenance, 10mL ; référence 62.610.201).
Sile LCS est hémorragique, sa centrifugation dans les
2 heures suivant son prélévement est nécessaire pour
éviter les phénomenes d’interférence lors du dosage.
Enfin, le transport du LCS au laboratoire doit étre
réalisé dans les 5 jours suivant sa collecte (25).

3. TRAITEMENT PRE-ANALYTIQUE
DES ECHANTILLONS ET STOCKAGE

Deés réception au laboratoire, le LCS est
homogénéisé puis centrifugé (2 000g) pendant 10
minutes a température ambiante pour éliminer
les cellules contaminantes (s’il comprend plus de
5 000 globules rouges par pL, il ne sera pas analysé).
Chaque échantillon est aliquoté (dans des tubes en
polypropyléne de 500 ul ou 1 mL) dans un poste

de sécurité microbiologique et ensuite conservé a
-80° C (-20° C pour une durée de moins de 2 mois)
(25). Les cycles de congélation/décongélation des
échantillons doivent étre proscrits. En effet, il a
été constaté dans le cas du dosage de I'AB, ,, une
diminution artificielle de ce biomarqueur au fur
et a mesure de ces cycles (26). Cest la raison pour
laquelle il faut impérativement utiliser un aliquot
qui n’a jamais été décongelé pour un examen de
contrdle ou complémentaire.

4.DOSAGE DES BIOMARQUEURS AB

TAUTOTAL, PHOSPHO-TAU,

Des trousses pour un dosage ELISA de type
« sandwich » (marquées CE) sont commercialisées
par les laboratoires Fujirebio, Euroimmun/ADx
NeuroSciences et IBL International, mais les
dosages des biomarqueurs peuvent également
étre réalisés sur différents analyseurs: Luminex™
(Luminex Corporation), V-PLEX® (Meso Scale
Discovery), COBAS Elecsys® (Roche Diagnostics)
et derniérement Lumipulse® (Fujirebio). Bien
évidemment, les seuils pathologiques seront
diftérents en fonction des appareils utilisés. La
majorité des laboratoires francais utilise maintenant
l'automate Lumipulse et des travaux de consensus
sont actuellement a ’étude pour harmoniser les
seuils pathologiques.

Lors de la maladie d’Alzheimer, le taux dans le LCS
d’AB, ,, atendance a diminuer du fait des processus
agrégatifs dans le cerveau, alors que celui de Tau
totale ainsi que de phospho-Tau,, ont tendance
a augmenter. La protéine Tau totale est le reflet
des lésions neuronales alors que phospho-Tau,
représente plus spécifiquement la formation des
dépdts neurofibrillaires. Ainsi, la concomitance des
niveaux d’AB, ,, en dessous des valeurs normales
et de Tau totale et de phospho-Tau,, au-dessus
de leurs valeurs physiologiques correspondra a un
profil de type Alzheimer.

1-42'

5. CONTROLES QUALITES EXTERNES

Un seul laboratoire, & I'heure actuelle, fournit
des contrdles qualités au niveau international. Il
s’agit de l'association The Alzheimer’s Association
QC program for CSF biomarkers dépendante de
I'Université de Goteborg, en Suéde (27). Cette
association regroupe les résultats de plus de 80
laboratoires a travers le monde, quelle que soit la
trousse de dosage utilisée. Les contrdles s’effectuent
pour tous les biomarqueurs (AB ., AB, ., Tau et
phospho-Tau,, ). Trois analyses sont réalisées par
an (février/mai/octobre). Lors de chacune d’elles,
trois échantillons sont dosés : un contrdle haut, un
contrdle bas et un controle de suivi identique pour
chaque analyse qui permet un suivi longitudinal.

6. AVANTAGES ET INCONVENIENTS
DU DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE

L’intérét principal de ces biomarqueurs réside dans
la modification de leur concentration dans le LCS
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Tableau |

Taux dans le LCS des
marqueurs AB, , Tau
et phospho-Tau au
cours de la maladie
d’Alzheimer et
d'autres pathologies
neurologiques

N : concentrations dans
les valeurs normales ;
N Cconcentrations
diminuées ;

2 . concentrations
augmentées

Adapté de (30)

trés précocement chez les malades avant méme
l'apparition de troubles cognitifs légers (28). Ces
dosages présentent une sensibilité et une spécificité
de 852390 % selon les études (28) et font dorénavant
partie des criteres diagnostiques de la maladie
(29). Cependant, ces biomarqueurs peuvent étre
perturbés dans d’autres pathologies neurologiques
(Tableau I). Ainsi, dans les pathologies
neurodégénératives telles que la DFT, la DCL, la
maladie de Creutzfeldt-Jakob, la sclérose latérale
amyotrophique, Iatrophie multisystématisée,
la démence vasculaire, qui ne présentent pas de
plaques amyloides, une diminution d’Ap _,, est
observée dans le LCS (10, 31) : dans ces situations,
cette baisse est donc difficile & interpréter car elle
n’est pas expliquée par la théorie de 'agrégation de
I'AB, ,, dans les plaques amyloides (20, 21). Ainsi,
des mécanismes alternatifs doivent étre envisagés,
tels que des dysfonctions avec les protéines
impliquées dans le transport de ces peptides (32, 33).
De plus, les concentrations normales d’Ap,
sont trés variables d’un individu a l'autre. Ainsi,
certaines diminutions d’Af, , peuvent étre
masquées chez des patients produisant beaucoup
de peptides amyloides ou inversement, des niveaux
en dessous des valeurs normales peuvent étre
mis en évidence chez des patients produisant peu
de peptides amyloides. Le dosage de 'AP
intéressant dans ces cas-la.

1-40

7.INTERET DU DOSAGE DE L'AB. .

Jusqu'a larrivée des automates, le dosage de I'AB,
n’était pas réalisé systématiquement dans la
plupart des centres (et certains centres ne le font
toujours pas de maniére systématique). Pourtant
de nombreuses publications ont montré I'intérét
de son dosage en utilisant le ratio Ap, ./ AB, , car

Pathologies

Maladie d’Alzheimer

Dégénérescence lobaire fronto-temporale

N ou s modéré

Démences a corps de Lewy ~ modéré
Maladie a prion N
Accident vasculaire cérébral N

Démence vasculaire Nou » modéré

Dépression N
Maladie de Parkinson N
Démence alcoolique N
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plus informatif que 'AB, ,, seul (34). Les quantités
d’AB, ,, varient peu chez les patients ne développant
pas de maladie d’Alzheimer et 'on aura donc une
corrélation entre les niveaux d’Ap, , et Ap .
peptide étant produit en grande quantité, 11 va
étre informatif de la charge globale de peptides
amyloides (17). L’expression du ratio AB, /AP, .
permet ainsi de visualiser un possible déreglement
de la voie amyloide. En cas de présence de dépdts
amyloides dans le cerveau, comme dans la maladie
d’Alzheimer, ce ratio est diminué.

V- CONCLUSION

Les biomarqueurs AP ,, AP ,, Tau totale et
phospho-Tau,,, du LCS ont un grand intérét dans
le diagnostic de la maladie d’Alzheimer pour
plusieurs raisons. IlIs deviennent pathologiques tres
tot dans le cas de cette maladie, permettant ainsi
son diagnostic précoce. Par ailleurs, la maladie
d’Alzheimer étant la plus répandue des démences
(70 % des cas), un grand nombre de patients atteints
de démence peuvent donc étre diagnostiqués grace
a ces seuls biomarqueurs. Les cliniciens effectuent
une ponction de LCS principalement dans 3
situations : (a) le patient présente des troubles
cognitifs non étiquetés et le clinicien veut connaitre
I'étiologie de ces manifestations; (b) la maladie
d’Alzheimer est soupconnée chez le patient et le
clinicien désire une confirmation du diagnostic ; (c)
le clinicien suspecte une autre démence et souhaite
éliminer une comorbidité avec une maladie
d’Alzheimer. Dans ces cas, les biomarqueurs
permettront de confirmer ou d’infirmer la
pathologie. Par ailleurs, les biomarqueurs sont
particulierement utiles lorsque la maladie
d’Alzheimer a un développement atypique avec

Blomarqueurs

Phospho-Tau

Nou » modéré N ou ~ modéré

N ou » modéré N
222 Nou »

2 2 transitoire N

Variable N

N N

N N

N N



des signes compatibles avec un autre diagnostic ou,
lorsque les tests neuropsychologiques sont difficiles
a réaliser, le patient ne parlant pas correctement le
franqais.

Le diagnostic biologique de ces pathologies
neurodégénératives doit encore étre amélioré pour
permettre de mieux les discriminer entre elles, de
les déceler plus précocement et de pronostiquer
leur évolution. La nécessité d’un diagnostic précoce
de ces pathologies est renforcée par le fait que, selon
de nombreux auteurs, les futurs traitements auront
trés probablement une meilleure efficacité s’ils
sont administrés lorsque les pertes neuronales sont
encore limitées (22). Le bénéfice individuel d’une
amélioration du diagnostic d’'une démence peut
cependant paraitre discutable sans un traitement
«efficace» de celle-ci. Toutefois, les patients
souhaitent dans leur majorité une clarification de
leur état de santé et de I'évolution attendue de leur
maladie pour planifier et préparer leur vie future.

D’autres biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer
ont été proposés comme des protéines de
linflammation, des formes oxydées d’Ap, des
miARNs, mais ils ne sont pas tous spécifiques
et aucun d’entre eux n’a montré pour linstant
d’intérét pronostique (35). A I'heure actuelle, de
nombreuses études sont réalisées afin de mettre
au jour de nouveaux biomarqueurs reposant sur

la particularité des maladies neurodégénératives,
a savoir 'agrégation de protéines spécifiques dans
le cerveau. En effet, si ces protéines s’agrégent
dans le cerveau, il est fortement probable que
leur concentration varie également dans le LCS,
comme C’est le cas pour les protéines amyloides et
Tau qui s’agrégent dans la maladie d’Alzheimer.
Par exemple, de nombreuses études s’intéressent
a l'a-synucléine, ainsi qu’a diverses modifications
post-traductionnelles comme certaines phospho-
rylations, dans le diagnostic biologique de la
démence a corps de Lewy (36).

En conclusion, les biomarqueurs utilisés
actuellement en routine sont trés utiles mais il
est important que d’autres soient découverts,
notamment dans des fluides biologiques facilement
accessibles comme le sang. Le développement de
nouveaux biomarqueurs permettrait de mieux
catégoriser les patients qui pourraient alors
suivre des essais thérapeutiques plus adaptés afin
de mettre en lumiére lefficacité potentielle des
traitements utilisés. m
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CAS BIOCLINIQUES
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Présentations atypiques de la maladie
d’Alzheimer : les biomarqueurs

du liquide cérébrospinal comme

aide au diagnostic différentiel

RESUME La maladie d’Alzheimer est la plus fréquente des démences du sujet agé. Dans certains cas de présentation atypique, son

diagnostic différentiel avec les autres démences est difficile et repose sur un faisceau d'arguments dont le dosage des
et AB. ) etles

biomarqueurs du liquide cérébrospinal (LCS). Les dosages recommandés par la HAS chez ces patients sont les peptides amyloides (AB, ,, a0

protéines Tau (totales et phosphorylées) dans le LCS.
Nous présentons ici deux cas cliniques atypiques ou les biomarqueurs ont aidé au diagnostic différentiel entre la maladie d’Alzheimer et les démences
fronto-temporales (DFT).

MOTS_CLES Maladie d’Alzheimer - Biomarqueurs - Peptides amyloides - Protéines tau - Liquide cérébrospinal - Démences fronto-temporales

Atypical presentations of Alzheimer’s disease:
biomarkers of cerebrospinal fluid as an aid to differential diagnosis

SUMMARY Alzheimer’s disease is the most frequent form of dementia in the elderly. In some atypical cases, its differential diagnosis with other dementias

is difficult and is based on many arguments including the assay of cerebrospinal fluid biomarkers. The assays recommended by the HAS in

these patients are amyloid peptides (A, ,,and AB, ) and Tau proteins (total and phosphorylated) in cerebrospinal fluid.

1-42
Here we present two atypical clinical cases where biomarkers have helped to distinguish between Alzheimer’s disease and frontotemporal dementias.

AR ANLDET  Alzheimers disease - Biomarkers - Amyloid peptides - Tau proteins - Cerebrospinal fluid - Frontotemporal dementias
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« des examens d’imagerie : IRM et Tomographie
d’Emission de Positons (TEP) ;
« et des dosages biologiques dans le LCS :
- dosages des protéines Tau totales (t-Tau),
- dosage des protéines Tau phosphorylées sur la
thréonine 181 (P-Tau,,,),
- dosage des peptides amyloides AB1 ,, et AP, , .
I- INTRODUCTION Des études ont en effet montré la corrélation entre
laugmentation des concentrations de t-Tau et

La maladie d’Alzheimer est la plus fréquente des P-Tau  dans le LCS et le nombre de lésions de

181

40

démences du sujet agé et serait a I'origine de 60 a 70 %
des cas (1). Cest une maladie neurodégénérative
caractérisée par une détérioration progressive des
fonctions mnésiques et cognitives.

Le diagnostic de la maladie d’Alzheimer repose
sur un faisceau d’arguments cliniques, d’examens
d’imagerie, de tests neuropsychologiques et
plus récemment sur des marqueurs biologiques
(2). Néanmoins, il reste difficile du fait d’un
chevauchement des signes cliniques et des résultats
des tests et examens complémentaires entre les
différentes démences.

L’avancée des connaissances concernant la
physiopathologie de la maladie d’Alzheimer
a permis la mise au point de biomarqueurs
dont les variations reflétent son processus
physiopathologique. Ces biomarqueurs sont de
plusieurs types :
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dégénérescence neuro-fibrillaire (DNF) mises en
évidence en post mortem (3, 4), ou avec la TEP Tau
du vivant du patient (5, 6). D’autres études ont mis
en évidence la corrélation entre la diminution des
concentrations d’AB, ,, dans le LCS et le nombre
de plaques amyloides observées en post mortem
(4, 7) ou avec la TEP amyloide (8, 9). Le profil
biochimique en faveur d'une maladie d’Alzheimer
est ainsi caractérisé par des concentrations de
t-Tau et P-Tau181 augmentées, associées a une
concentration d’AB, ,, diminuée par rapport aux
sujets témoins (10-12). Le dosage d’AB, ,  est une
aide au diagnostic par l'intermédiaire du calcul
du ratio AP, ,/AB,_,, qui permet de diminuer
la variabilité interindividuelle en rapportant la
concentration d’AB, ,, a la production globale de
peptide amyloide mesurée par la concentration

d’AP, . Ainsi, une diminution du ratio AP

1-40° 1-42/



Présentations atypiques de la maladie d’Alzheimer : les biomarqueurs du liquide cérébrospinal comme aide au diagnostic différentiel

AB,,, est en faveur de la présence de plaques
amyloides : ce ratio est particuliérement utile chez
les patients forts producteurs de peptides amyloides
qui peuvent avoir des concentrations d’Af, .
supérieures au seuil décisionnel mais dont le ratio
est en faveur du diagnostic de maladie d’Alzheimer
(13). L'intérét de ces dosages dans le diagnostic
de la maladie d’Alzheimer a été validé dans de
nombreuses études et est aujourd’hui recommandé
par la HAS chez les patients avec une présentation
clinique atypique. La sensibilité et la spécificité de
ces marqueurs pour le diagnostic de la maladie
d’Alzheimer se situent respectivement entre 73 et
91 % et entre 67 et 98 % selon les études (14).

A travers deux cas cliniques, nous allons montrer
lintérét de ces biomarqueurs comme aide au
diagnostic positif ou différentiel de la maladie
d’Alzheimer.

Il - OBSERVATIONS CLINIQUES

1. PREMIER CAS

Le premier patient, M. V., est un espagnol de 72
ans, francophone, aux antécédents d’hypertension
artérielle et de diabéte de type 2. Les proches
décrivent linstallation insidieuse et progressive
de troubles mnésiques concernant les faits récents
(avec préservation des souvenirs anciens), d’une
désorientation temporo-spatiale, de troubles du
langage avec notamment une perte de la langue
francaise chez un patient initialement fluent. Le
maintien a domicile est devenu difficile du fait de
troubles  cognitivo-comportementaux évoluant
depuis environ 5 ans. Le tableau s’enrichira
rapidement de signes de dysfonctionnement frontal
avec une apathie, des troubles du comportement
alimentaire (le patient ne s’alimentant
qu’exclusivement de pain, de jambon et de creme
glacée), une irritabilité, ainsi que d’idées délirantes
avec une thématique de persécution. M. V.

présente une anosognosie compléte de ses troubles.
Cliniquement, un syndrome frontal est observé avec
des signes de désinhibition motrice notamment
une réactivation des réflexes archaiques (grasping,
réflexe de succion, réflexe palmo-mentonnier)
ainsi qu’une désinhibition comportementale
(déambulations dénudé). Le reste de 'examen était
sans particularité. Devant une barriére compléte
de la langue, un bilan neuropsychologique n’était
pas réalisable mais la passation d'un MMSE (Mini
Mental State Examination) en version espagnole
retrouvait un score a 7/30, avec une atteinte
diffuse de lensemble des spheres cognitives.
L’IRM cérébrale (Figure 1) montrait une atrophie
corticale diffuse prédominant dans les régions
temporales et frontales, asymétrique aux dépens
du coté gauche, avec un gradient inféro-supérieur
touchant les deux lobes frontaux ainsi qu’une
atrophie hippocampique marquée, prédominant a
droite. L'ensemble du tableau évoquait une maladie
neurodégénérative a un stade démentiel avancé. Les
hypothéses a I'entrée étajent celles d'une DFT ou
d’une maladie d’Alzheimer.

2. DEUXIEME CAS

Le deuxiéme patient, Mme P., est une femme
de 81 ans, aux antécédents de néoplasie non
métastatique du sein droit, considérée guérie apres
une mastectomie seule, de thyroidectomie pour un
goitre multi-nodulaire. Les proches de la patiente
rapportent l'apparition subaigué début 2010 de
troubles attentionnels et exécutifs : Mme P., décrite
comme antérieurement trés active et bien organisée
présentant un apragmatisme, un désintérét pour
ses activités, des oublis concernant les événements
familiaux. A ces troubles - initialement mis sur
le compte d’une dépression secondaire a un
veuvage - se sont surajoutées progressivement des
difficultés mnésiques dans les activités élémentaires
du quotidien, auxquelles la patiente essaie de
pallier notamment au moyen de carnets de notes.

SPECTRA DIAGNOSTIC // JUILLET - AOUT 2020

CAS BIOCLINIQUES

Figure 1

IRM cérébrale,
séquence
pondéréeT1

Coupe coronale passant
par les hippocampes

(a gauche). On

observe une atrophie
hippocampique bilatérale
de grade 3 a droite, 2
gauche sur la classification
radiologique de Scheltens.
(oupe sagittale médiane
passant le corps calleux

(a droite). On note une
atrophie corticale diffuse
avec une atteinte frontale
prédominante.
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Figure 2

TEP cérébrale au
18-FDG

On observe un net
hypométabolisme
(représenté en bleu) de
I'ensemble des cortex
associatifs frontaux et
pariétaux ainsi qu'une
atteinte du précunéus, tres
évocatrice d'une maladie
d’Alzheimer.

Devant des oublis de plus en plus prégnants, une
premiére consultation en centre mémoire était
organisée en juin 2016. L’examen neurologique ne
montrait ni déficit focal, ni signe de localisation.
Le bilan neuropsychologique concluait & une
atteinte prédominante de la mémoire épisodique
sur ses deux versants (verbal et non verbal). Les
fonctions exécutives et attentionnelles étaient plus
modérément déficitaires. UIRM cérébrale montrait
une atrophie hippocampique peu marquée (grade 1
de la classification de Scheltens) sans autre atrophie
lobaire, ni séquelles vasculaires. Le suivi évolutif
mettait en évidence un déclin ménisque progressif,
lapparition de difficultés langagiéres avec un
manque du mot. Le tableau clinique correspondait
donc a celui d’'une maladie d’Alzheimer d’évolution
lente, sans atypie particuliere.

111 - ANALYSES BIOLOGIQUES DU LCR

Pour ces deux patients, les dosages des protéines
Tau et des peptides amyloides dans le LCS ont
été réalisés au CHU de Lille par des techniques
ELISA, commercialisées par Fujirebio®: la
technique automatisée Lumipulse® pour M.V,
et la technique manuelle Innotest® pour Mme P.
(dont le prélevement et le dosage datent d’une
période antérieure a 'automatisation). Les seuils
décisionnels pour chacun des biomarqueurs
avec chacune des techniques ont été déterminés
localement grace a des analyses ROC.

Concernant M.V, lorientation diagnostique
était rendue difficile par l'absence d’évaluation
neuropsychologique. Une ponction lombaire
était alors réalisée : 'analyse du LCS révélait une
augmentation importante des protéines t-Tau
(1042 pg/mL pour un seuil a 525 pg/mL) et P-Tau,
(129,6 pg/ mL pour un seuil a 73,0 pg/mL) et une nette
diminution du peptide AP, ,, (246,0 pg/mL pour un
seuil 4 615 pg/mL), combinaison caractéristique de
la maladie d’Alzheimer. Le ratio AB, , /A, ., égala
5,7 % (seuil a 5,6 %), est subnormal et est donc peu

Inferiar

Superior

SPECTRA DIAGNOSTIC // JUILLET - AOUT 2020

contributif dans ce cas, mais ce profil biochimique
reste compatible avec une maladie d’Alzheimer.
En effet, dans les publications sur la classification
ATN, il n’y a pas de recommandations quant
a l'utilisation préférentielle d’AB, ,, ou du ratio
AB, /AP, ,, (2, 16). Cependant, plusieurs études
ont montré la supériorité diagnostique du ratio
AB, /AP, ,, comparativement au dosage d’Ap, ,,
seul notamment en diminuant la variabilité
interindividuelle (liée aux forts ou faibles
producteurs de peptides APB) et la variabilité
préanalytique (15). Dans une étude multicentrique
francaise il a été montré que le ratio Ap, /AB, .
utilisé en 2°™ intention si AP, ,, est normal avec des
marqueurs t-Tau et P-Tau augmentés, permet
de mieux classer les patients que son utilisation
en 1°¢ intention a la place ’Ap, , (13). La TEP
cérébrale au 18 FDG (Figure 2) réalisée au décours
et retrouvant des hypométabolismes focaux tres
évocateurs, confortera le diagnostic de maladie
d’Alzheimer.

Concernant Mme P., début 2018, la patiente
acceptait de participer & un protocole de recherche
thérapeutique contre la maladie d’Alzheimer,
dont les critéres d’inclusion comprenaient la
réalisation d’une ponction lombaire avec analyse
des biomarqueurs de démence. Les résultats
des dosages des protéines Tau et des peptides
amyloides dans le LCR montraient uniquement
une valeur subnormale de P-Tau,,, (65 pg/mL pour
un seuil & 60 pg/mL). Ce profil n’est pas en faveur
d’une maladie d’Alzheimer et va donc a 'encontre
du diagnostic clinique initial. Cependant, il est
compatible avec un diagnostic de dégénérescence
fronto-temporale (DFT), démence pour laquelle
on observe des concentrations de peptides AP,
normales, associées a des concentrations de t-Tau
et/ou de P-Tau, normales ou subnormales (18,
19). L’IRM cérébrale était alors recontrolée et
mettait en évidence une atrophie nouvellement
apparue, marquée, des régions frontales et temporo-
polaires (Figure 3). Une TEP cérébrale au 18 FDG
(Figure 4) était réalisée, montrant un important
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hypométabolisme fronto-temporal, asymétrique
aux dépens du coté gauche, compatible avec une
pathologie neurodégénérative a type de DFT. Le
diagnostic finalement retenu pour Mme P. était
celui d’'un variant mnésique d’une dégénérescence
lobaire fronto-temporale (DLFT) probable. Les
DFT se distinguent des autres démences par un
age de début plus précoce (souvent avant 65 ans)
et par la fréquence plus importante de causes
génétiques (les mutations les plus fréquentes
portant sur les génes GRN et C9ORF72). Si
Pinterrogatoire oriente vers une forme familiale,
un dosage de la progranuline dans le plasma peut
étre réalisé dans un premier temps, pour dépister
une éventuelle mutation PRGN ; la concentration
de la progranuline sera dans ce cas effondrée.
Celle-ci devra étre confirmée dans un second
temps par la recherche de mutations du géne GRN
apres recueil du consentement éclairé du patient.
Chez cette patiente, le dosage de la progranuline
n’a pas montré de diminution (106 pg/L, N =
[85-300 pg/L]) et il n’a pas été trouvé de mutation
du géne C9ORF72. Le diagnostic etle sous sous-type
histologique demanderont donc a étre confirmés
par la recherche d’autres mutations génétiques et/
ou un examen neuropathologique.

IV - DISCUSSION

Ces deux cas cliniques montrent bien I'intérét des
biomarqueurs d’imagerie et du LCS comme aide
au diagnostic positif ou différentiel de la maladie
d’Alzheimer. Ils sont un élément du faisceau
d’arguments qui conduit au diagnostic.

En effet, dans le cas de M. V,, la barriére de la langue
rend difficile I'évaluation neuropsychologique et
donc lorientation diagnostique. La réalisation
du dosage des biomarqueurs du LCS a permis, en
lien avec I'imagerie et la clinique, de conforter le
diagnostic de maladie d’Alzheimer. Une difficulté
dans la réalisation ou linterprétation des tests
neuropsychologiques peut également étre retrouvée
dans d’autres situations comme par exemple
lexogénose ou les maladies psychiatriques, et 1a
aussi la réalisation des dosages des biomarqueurs du
LCS peut venir en aide pour poser le diagnostic.
Concernant Mme P, les résultats du dosage des
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biomarqueurs du LCS ont permis aux cliniciens de
Sorienter vers un diagnostic autre que celui de la
maladie d’Alzheimer. En effet, trois biomarqueurs sur
quatre étant en défaveur de la maladie d’Alzheimer,
la fréquence du diagnostic de la maladie d’Alzheimer
peut étre évaluée a 25 % selon le score PLM (11).
Ceci a conduit les médecins a réaliser des examens
complémentaires permettant de poser le diagnostic de
DFT, ici de présentation amnésique donc trompeuse.
Les biomarqueurs peuvent ainsi étre une aide pour
considérer une hypothese diagnostique alternative.

L’apport des dosages des biomarqueurs dans le LCS
pour le diagnostic de la maladie d’Alzheimer a été
montré dans de nombreuses études, cependant, ils
présentent quelques limites: un prélevement du
LCS qui est invasif, un manque de standardisation
de leurs dosages et des performances qui restent
insuffisantes pour le diagnostic différentiel avec les
autres démences. La standardisation est nécessaire
tant sur les plans pré-analytique, qu'analytique et
méme post-analytique. Sur le plan préanalytique,
une harmonisation des tubes de prélevements
a été réalisée en France (17). Concernant la
standardisation des techniques de dosages,
seul le dosage du peptide amyloide Ap,  est

1-42

standardisé (depuis 2019). Enfin, les commentaires
d’interprétation des résultats nécessitent également
d’étre harmonisés. De nouvelles perspectives
s’ouvrent, tant sur le plan des techniques de dosages
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Figure 3

IRM cérébrale,
séquence
pondéréeT1

(oupe parasagittale
gauche passant par le
faisceau arqué.

On note une atrophie a
prédominance corticale
des régions antérieures
notamment frontales,
un aspect de fonte du
pole temporal, avec une
épargne des régions
postérieures.

Figure 4

TEP cérébrale

au 18 FDG

Lexamen montre un
hypométabolisme antérieur,
asymétrique aux dépens du
c0té gauche, intéressant les
poles temporaux, les régions
temporales externes,
frontales dorso-latérales,
cingqulaires antérieures et
fronto-orbitaires. On notera
[épargne des précunéi, en
défaveur d'une maladie
dAlzheimer.
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qui sont de plus en plus sensibles, que sur le plan du
développement de nouveaux biomarqueurs. En effet,
de nouvelles technologies plus sensibles voient le jour
et permettent de doser des marqueurs tels qu'Af,
AB, ,, ett-Tau dansle sang ou les concentrations sont
beaucoup plus faibles que dans le LCS. Les dosages
sanguins, moins invasifs qu'une ponction lombaire,
pourront donc étre répétés : leur intérét devra étre
évalué pour le dépistage des démences ainsi que pour
Iévaluation de l'efficacité de nouveaux traitements.
Enfin, le développement de nouveaux biomarqueurs
est en cours de recherche: les chaines légéres des
neurofilaments dans le plasma ou le LCS comme
marqueur de neurodégénérescence pourraient aider
au diagnostic différentiel des DFT et des maladies
psychiatriques, I'alpha-synucléine dans le LCS au
diagnostic différentiel des démences a corps de Lewy,
etla synaptosomal-associated protein 25 (SNAP - 25),
la syntaxine-1 et la neurogranine dans le LCS comme

V- CONCLUSION

Devant un cas atypique de maladie d’Alzheimer,
le dosage des biomarqueurs t-Tau, P-Tau, , AB, ,,
et AP ,, dans le LCS est recommandé par la
HAS. Le profil biochimique typique d’une
maladie d’Alzheimer est caractérisé par des
concentrations de t-Tau et P-Talu181 augmentées,
associées a une concentration d’Af ,, diminuée
par rapport aux sujets témoins. Les résultats des
dosages de ces biomarqueurs dans le LCS doivent
cependant étre confrontés aux données cliniques
et d’imagerie. ®
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marqueurs de dégénérescence synaptique.
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Apport de la spectrométrie de masse pour le
diagnostic biochimique de la maladie d’Alzheimer

RESUME Les immunodosages des peptides amyloides et de la protéine Tau dans le liquide cérébrospinal permettent d’apporter des
éléments déterminants en faveur du diagnostic de la maladie d’Alzheimer. Des dosages de ces analytes en spectrométrie
de masse (MS) ont été décrits récemment et se positionnent en premier lieu comme méthode de référence permettant une harmonisation des valeurs
mesurées par les différentes trousses disponibles. Lintérét de la MS est également de mesurer de facon tres spécifique de nombreuses isoformes des
analytes d'intérét. Ceci ouvre des perspectives intéressantes d’amélioration des performances cliniques.

MOTS_(LES Spectrométrie de masse - Peptides amyloides - Protéines Tau - Liquide cérébrospinal - Plasma - Maladie d’Alzheimer

Contribution of mass spectrometry to the clinical
chemistry diagnosis of Alzheimer’s disease

SUMMARY Immunoassays of amyloid peptides and Tau protein in cerebrospinal fluid can provide crucial informations for the diagnosis of Alzheimer’s
disease. Mass spectrometry (MS) measurements of these analytes have recently been described and are primarily used as a reference method
for harmonising the values measured by commercially available kits. The interest of MS is also to measure in a very specific way many isoforms of the analytes of interest. This
opens up interesting prospects for improving clinical performances.

R AWIIHDET  Mass Spectrometry - Amyloid peptides - Tau proteins - Cerebrospinal fluid - Plasma - Alzheimer disease

* Plateforme de Protéomique Clinique de Montpellier, Institut de médecine régénératrice et de biothérapie de Montpellier (IRMB),

Hopital St Eloi, 80 avenue Augustin Fliche — 34295 Montpellier — www.ppc-montpellier.com [4]. Ces dosages existent depuls plus de dix ans et

Pour correspondance : Sylvain LEHMANN — sylvain.lehmann@umontpellier.fr ont été mis en Place initialement sous la forme de
trousses diagnostiques ELISA CE-IVD par un petit
I-INTRODUCTION nombre de fournisseurs.

Cependant, d’importants probléemes de repro-
Le diagnostic de certitude de la maladie d’Alzheimer  ductibilité des dosages des peptides amyloides et
(MA) est obtenu post mortem par analyse de variabilité pré-analytique ont été démontrés lors
histopathologique du cerveau mais une orientation  d’études inter-centres [5] et sont principalement
diagnostique est possible par la combinaison dus a la nature des tubes de prélevements [6].

de tests cognitifs, de techniques d’imagerie Lutilisation de protocoles pré-analytiques standardisés
fonctionnelle [1] et morphologique et d’analyses (utilisation de tubes polypropylénes pour éviter
biologiques [2]. Parmi ces derniéres approches, les  I'adsorption non spécifique des peptides amyloides
dosages des peptides amyloides (AB, , et AB, ), de  pour le prélevement de LCS), 'automatisation des
la protéine Tau (t-Tau) et de sa forme phosphorylée  dosages sur divers analyseurs et le passage a des
sur la thréonine 181 (P-Tau, ) dans le Liquide approches d’électro-chemi-luminescence ont permis
CérébroSpinal (LCS) permettent d’apporter sous d’améliorer significativement les performances et
la forme d’une échelle probabiliste des éléments la reproductibilité des dosages du LCS. Un travail
en faveur du diagnostic de la MA [3]. L'index IATI ~ d’homogénéisation des valeurs I’Ap, ,, a été entrepris

défini par la formule : par des approches métrologiques reposant a la fois sur
la création de matériaux de référence certifiés (CRM)
AB, ,,(240 + 1,18 x Tau) [7] et de méthodes de référence en spectrométrie de

masse (MS) [8].
est considéré comme pathologique s’il est inférieur ~ En effet, la MS est 'approche de chimie analytique
a 1. Cet indice présente une bonne sensibilité de choix pour une utilisation en clinique permettant
(supérieure a 90 %) mais une faible spécificité une quantification absolue avec un minimum de
(environ 60 %). Associé avec la valeur de P-Tau,,,  biais analytiques [9]. Les méthodologies basées
qui permet une meilleure spécificité (supérieure sur la MS permettant également de quantifier de
a 90 %), le diagnostic de routine permet de multiplesisoformes des marqueurs amyloides/Tau,
discriminer la maladie d’Alzheimer des autres elles représentent une approche de choix pour le
démences grace au dosage de ces biomarqueurs futur diagnostic sanguin de la maladie d’Alzheimer.
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I1 - PRINCIPE GENERAL
DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE (MS)

La MS s’est révélée étre un outil puissant
permettant de confirmer la spécificité analytique
des immunodosages ou méme de représenter
une alternative intéressante [10]. En effet, cette
méthode analytique permet de cibler un peptide
spécifique chargé sous forme d’ion provenant de la
protéolyse trypsique de la protéine d’intérét, dans
un échantillon donné comme les fluides biologiques
[11].

Globalement, deux modes d’analyses par MS
sont aujourd’hui disponibles dans les laboratoires
hospitaliers : les analyses LC-MS/MS ciblées de
type  MRM « Multiple Reaction Monitoring »
par exemple, et les analyses de profilage de type
MALDI-TOF.

1. LES ANALYSES LC-MS/MS

L’approche classique pour l'analyse de I'abondance
des protéines/peptides dans des échantillons
biologiques est basée sur la chromatographie
liquide (LC) couplée & un spectrométre de masse
[12]. Une partie de la protéomique clinique repose
sur cette approche LC-MS/MS dans un mode
de quantification appelé MRM [13]. Le principe
général est de suivre certains ions spécifiques dits
« protéotypiques » et des fragments provenant
de ces ions connus sous le nom de «fragments
de transition » (Figure 1.1). Il faut noter que cette
technologie permet la quantification de nombreuses
protéines dans un format multiplexe lors de la
méme analyse [14].

2. LES ANALYSES MALDI-TOF

L’analyse par MALDI-TOF, « Matrix Assisted Laser
Desorption Ionization - Time of Flight », consiste a
faire co-cristalliser les molécules d’intéréts avec une
matrice chimique afin de favoriser leur ionisation
grace a 'action d’un laser (Figure 1.2). Le laser va
permettre de désorber la matrice et I’échantillon,
puis, grace a un transfert de charges électriques,
la molécule cible va se charger. La molécule
chargée va alors étre accélérée et passer a travers
un analyseur TOF qui va mesurer son temps de
vol qui va dépendre de son poids moléculaire et
de sa charge. Cette analyse directe, plus rapide et
plus simple a mettre en ceuvre que la LC-MS/MS,
conserve une bonne spécificité grace a I'analyseur
haute résolution qu’est le TOF.

11 - DOSAGE DES PEPTIDES AMYLOIDES

1. METHODE ET MATERIEL DE REFERENCE

Les peptides amyloides AP, , et AP, ., et plus
particulierement la forme AP, ,, sont des
marqueurs importants du diagnostic de la MA.
Comme précédemment expliqué, la mesure de
ce parametre est associée a une grande variabilité

SPECTRA DIAGNOSTIC // JUILLET - AOUT 2020

analytique ce qui a eu pour conséquence la mise en
place d’'une méthode de référence et d'un matériau
de référence.

La méthode de référence est basée sur lajout
d’un standard interne marqué (A, , marqué "N
sur tous ces azotes) dans I’échantillon brut, suivi
d’une préparation d’échantillon basée sur de la
chromatographie de type Solid Phase Extraction
(SPE) et une analyse LC-MS/MS [8] (Figure 1.1).
Le matériau de référence mis en place est constitué
de LCS humain ayant une quantité connue de
peptide AB, , . La commutabilité (i.e. la capacité a
étre dosé de maniére équivalente avec des méthodes
analytiques différentes) entre les méthodes de LC-
MS /MS et les méthodes d'immunodosages a été
démontré [7, 15]. Ce matériau de référence a permis
une harmonisation des concentrations mesurées
AB, ,, permettant d’envisager la détermination de
seuils pathologiques communs. Des travaux sont en
cours pour effectuer la méme démarche avec AB, .

2. DOSAGES MULTIPLEXES
DES PEPTIDES AMYLOIDES DANS LE LCS

La protéine précurseur des amyloides (APP) est
clivée en de nombreux fragments (Figure 2) dont
les peptides amyloides, qui peuvent eux-mémes
subir des modifications post-traductionnelles [16].
Gréce aux approches de MS, un bilan exhaustif et
précis de la présence de ces fragments dans le LCS
a pu étre réalisé, permettant de mieux comprendre
la complexité du métabolisme de 'APP qui génére
une large variété de fragments qui pourraient aussi
étre impliqués dans la MA [17].

A Theure actuelle, ces approches multiplexes
innovantes par MS n’ont pas permis d’atteindre
les niveaux de performance clinique des approches
d’'immunodétection et de l'utilisation combinée des
dosages des peptides AB, ,, AB, ,, et du calcul de
leur ratio [18].

3. DOSAGES DES PEPTIDES
AMYLOIDES DANS LE SANG

Le dosage des peptides amyloides dans le sang est
un véritable défi analytique considérant qu’ils sont
en faibles concentrations (de 'ordre de la dizaine de
pg/L) dans une matrice sanguine tres complexe.
La pertinence clinique de ces dosages est également un
défi lié a la présence d’'une production périphérique
des peptides amyloides [19] et a la faible corrélation
observée entre les concentrations retrouvées dans
le LCS ou dans le sang. Les études basées sur les
immunodosages des peptides amyloides AP,
et AP ,, dans le sang ont bien retrouvé un profil
Alzheimer (baisse de AP, ,, ou du ratio AB, ,/AB, )
mais avec des chevauchements importants entre les
groupes cliniques ne permettant pas d’utiliser ces
dosages au niveau individuel [20].

Récemment, des méthodes de détection par LC-
MS [21] ou en MALDI-TOF [22] et incluant des
étapes d’immuno-précipitation en amont ont été
développées pour la quantification des peptides
amyloides dans le sang. Ces méthodes de MS
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Figure 2

assurent une détection plus performante que les
immunodosages qui, en fonction de la localisation
de leur anticorps, détectent des peptides qui
peuvent étre modifiés ou clivés, rendant cette
méthode moins précise. Les méthodes basées sur
la MS sont en particulier bien corrélées (R2 > 0,8)
avec les résultats de tomographie & émission de
positon (TEP) amyloide [23].

Ceci laisse présager que la quantification en MS
des amyloides sanguins puisse étre utilisée dans les
essais thérapeutiques pour sélectionner et suivre
les patients. L’avenir nous dira si ces approches
peuvent avoir également un role diagnostique, seul
ou en combinaison avec la détection de la protéine
Tau dans le sang.

IV - DOSAGE DE LA PROTEINE TAU

1. METHODE ET MATERIEL DE REFERENCE

La quantification de Tau et de P-Tau,, dans le
LCS se fait en routine au moyen de méthodes

d’immuno-détection avec des approches similaires
a celles reportées précédemment pour les AP.
La aussi, la MS représente potentiellement une
méthode de référence qui permettrait d’harmoniser
les mesures cliniques entre les différentes trousses
commerciales.

En 2014, a été publiée la premiére méthode de
dosage ciblé (LC-MRM) de la protéine Tau par
MS a partir d’'une immunocapture de la protéine
cible [10]. Une approche sans immunocapture
a été publiée en 2015, comprenant une étape de
précipitation acide des protéines suivie d’une étape
de SPE avant analyse par LC-MRM [24].

Il s’agit des premiéres étapes pour la mise en place
d’'une méthode de référence qui sera également utile
pour létablissement d’'un matériel de référence
(CRM) de la protéine Tau. D’ailleurs, 'obtention
d’'un CRM pour cette protéine qui est de taille
importante (45 a 65 kDa) et qui fait I'objet de
nombreuses modifications post-traductionnelles
est un défi trés important car contrairement aux
AP, il n’est pas possible de synthétiser une isoforme
identique avec certitude a la forme endogéne.

Représentation schématique des mécanismes de dégradation enzymatique du peptide APP

Les sites de clivage de I'APP par les sécrétases (a, B et y) sont indiqués sur la séquence, ainsi que les mutations connues (rouge). La voie amyloidogene (bleue) : le
clivage de I'APP par une B-sécrétase, donne naissance aux fragments SAPPP et B-CTF, lui-méme clivé par une y-sécrétase en 2 fragments : AICD et AB (40 ou 42 acides
aminés), neurotoxiques. La voie non amyloidogéne (rose): le clivage de I'APP par une a-sécrétase, donne un fragment sAPPa (dont les réles cellulaires pourraient
inclure la neuroprotection) et un fragment a-CTF, clivé a son tour par une y-sécrétase en 2 fragments : AICD et P83.

Figure 1
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2. DOSAGES DES MULTIPLES
ISOFORMES DE LA PROTEINE TAU

Il a été démontré que la protéine Tau est présente
sous différentes isoformes, qui incluent de
nombreuses modifications post-traductionnelles
sur leurs séquences [25]. Seule la MS peut permettre
de caractériser ces différentes formes.

En 2018, une méthode en MS a partir de LCS a été
décrite pour le dosage de 18 peptides de la protéine
Tau dont 5 présents spécifiquement sur la séquence
couvrant les isoformes 0, 1 ou 2N et 3 ou 4R [26].
En 2019, une approche dédiée pour le dosage de la
protéines Tau phosphorylée a permis de quantifier 9
peptides phosphorylés différents dont un qui semble
tres prometteur (P-Tau, ) [27] pour le diagnostic
de la MA. Par ailleurs, une méthode de MS basée
sur plusieurs immunocaptures de la protéine Tau
dans le LCS a été développée et a réussi le tour de
force de détecter 158 isoformes de la protéine Tau
[28]. Ces travaux sur la quantification des isoformes
de la protéine Tau par MS ont permis d’améliorer
la compréhension de la physiopathologie des
tauopathies.

Ces approches basées sur la MS sont
technologiquement trés lourdes et elles sont pour
I'instant limitées au LCS. Il reste a démontrer leur
intérét diagnostic dans des études cliniques plus
large et sur des prélévements de routine clinique.

V- PHENOTYPAGE APOE

Le géne APOE est un facteur de risque de
développer une maladie d’Alzheimer. 3 alléles
peuvent étre exprimés: E2, E3 et E4. Lisoforme
ApoE4 représente le principal facteur de
susceptibilité génétique de la maladie d’Alzheimer
[29], multipliant le risque par 4-5 avec un all¢le et
par 10-15 avec deux alleles. La détermination du
statut ApoE est donc trés important afin d’estimer
le risque de développer une maladie d’Alzheimer et
d’améliorer les performances des biomarqueurs et
des approches thérapeutiques [30].

La méthode de référence de détermination du statut
ApoE est génétique (séquencgage). Il est cependant
intéressant de réaliser une analyse phénotypique
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