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Perte neuronale progressive + altération de la connectivité des réseaux de neurones
Associés a des déepobts tissulaires de protéines mal repliées = « protéinopathies »
AsSOCi€s ou non a des anomalies genéetiques / phénotypes cliniques polymorphes

Gene

Molecular -synucle
pathology
Intermediate
candidate
biomarkers
Y

o ] (] o) o) I e e e e
phenotype disease gopenl ma ﬂuen

Parkinson disease
and related disorders Alzheimer disease ‘ FTD-ALS spectrum .

Pievani M et al, Nat Rev Neurol 2014

Classification diagnostique: probabiliste & certitude sur présence d’'un variant moléculaire ou criteres ACP =
inclusions protéiques et profil Iésionnel IHC (morphologie agrégats, distribution topographique et intensité Iésions)
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Pour la Maladie d’Alzheimer : mesure directe Mesure directe de I" a-synucléine ¢
dans le LCS de biomarqueurs refletant les
lésions cerébrales c Alpha-synuclein

o erey s S e ey s B 100 |
- Sensibilité et spécificité 95% 800 5
#k ¥ 2 80 L
= N [AB1-42],cs OU -E‘ 600 ;—? o
AP N [AB1-42] s /[AB1-40] cs 2 k= ;
B-secretase Reflet des plaques = 400+ ALa v e K DLB vs AD
Sl (B ) ﬂﬁ%& g o U L —
L1 00000000 é m- 20 S:772:
.................... trﬁxﬁﬁe“‘dni:;:::1s < Amyloid pl: 3 % “ ﬁ % e
AR : : Y o L) —T L 0 A AR Fre BRI B P | " 1
P%/\ : / Y 2 &? » 3 > 0 20 40 60 80 100
£ © 100-Specificity
= 2 [TAULcs ‘/\ Bousiges O et al, Alzheimers Res Ther 2020
Reflet de la lyse
neuronale Tau bound " . . .
=2 AL mliﬁiig‘:?::l: = Diminution [a-syn]totale = peu performant :
Reflet des DNF o oy 7 N . .
(. Hyperphosphorylated tau QUOnTITe Tres fGIble donc TeSTS UlTrqsenslbles
nécessaires
- Forme agrégée liée a la pathologie 2>
Anoop et al, Int J Alzheimer Dis 2010 . . . < . . .
Modification conformationnelle, tres difficile

a différencier de la forme physiologique
globulaire pour un Ac
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Etape de conversion « normale » - agrégée Etape d’amplification en fibrilles
«pathologique »
+ Notion de diversité des agrégats « souches »

Soto et al NatRevMicr 2004

b
*r)‘

- Recrutement d'une protéine « native »
c par une protéine agrégée et

amplification du phénomene >

, // « prion-like »

Diaz-Espinoza & Soto nature structural & molecular biology 2012 LE VINATIER ‘
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Physiologic Pathogenic
| Monomers I | Protofibrils
Tetramers Olugomets Fibrils Lewy palhology
'. Misfolding .@ Agg egation

a-synuclein

0 — a

Sg g

Seeding

AQQ egy Agg regati on

Kalia et al Park. Rel. Dis. 2019

Mélange I'échantillon contenant la protéine
d'intférét avec un exces de protéine

« physiologique » (recombinante) dans un milieu
contenant agent intercalant fluorescent

Reproduit le phénomene d’'amplification « prion-
like » in vitro par succession de cycles d'agitation
/ repos

Mesure en temps réel de la variation de
fluorescence de I'agent intercalant (Thioflavine T)
dans les feuillets B formés de novo = RT-QuiC

normal

a-Syn
NONONSN
NANAN (
misfolded a-Syn A
from sample \
———— W

ThT binds to
amyloid fibrils

%@é& B

fluorescence
plale reader

s T shaking or
/: sonication/rest

\ monitor

fluorescence
in real-time

conformation
change and
protein
aggregation

Adapté de Kurapova R et al, Experimental gerontology 2022
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Maladie de Creutzfeldt-Jakob : développement des ~ 2000 - Tissu céréboral 2010 winham J etal, PLos
Pathog 2010 = LCS en 2012

[ Critéres EURO-CJD 2021 ]

[ LCS PrPsc: 2012 ] [ 2nd génération : 2015 ] MCJ sporadiques
w0000 - A Definite:
120- —e 5CJD PQ-CSF (n<34) Progresswet n;:lropsylchlag.lc ;}:ndr.on:e an: net;ropathologlcal or
w0 | SCJDMM brain homogenate 3 —— Control PQ.CSF (v=46) immunocgytochemical, or biochemical confirmation
2 1909 o= SCJD IQ-CSF (n=48)
3 Control IQ-CSF (n=39) Probable:
— SCJDWV CSF, 8 80 | + two of Il and typical EEG* !
£ SCJD-MM CSF, § 8 or Rapidly progressive cognitive
[ DMV CSF, S . .
§ o ! . 60+ | + two of Il and typical brain MRIT Impairment
g SCJDMM CSF, i i or
e £® 40 ||||| | | + two of Il and positive CSF 14-3-3 I
£ 20000 - SCIDW CSF; Eg “ or A. Myaoclonus
SCIDMV CSF, = =201 “"" ! ‘Im ” progressive neuropsychiatric syndrome | B-Visual or cerebellar disturbance
P S I | and pasitive RT-QulC in CSF or other C. Pyramidal or extrapyramidal signs
Unsested, ADCSFI ADCSES 3 01 (TTmIEE== tissues D. Akinetic mutism
o dementiaCSF, +exclusion of other causes in
0O 10 20 3 4 5 6 70 80 9% 0 2'0 4'0 6|0 8'0 160 complete diagnostic workup
Time (hour)
Time (hours) Possible:
McGuire L et al Ann Neurol 2012 Orru C MBio 2015 | + two of Il + duration <2 years

Hermann P et al Lancet Neurol 2021
| Sensibilité dans les formes génétiques variables ( dépend de la variation moléculaire)

Sensibilité de 89% (id. P14-3-3) / spécificité de 95% : attention pathologies inflammatoires faux positifs

Hermann P et al J Neurol 2023
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1ére publication : 2016, par une équipe = |
écossaise (Centfre de référence Prion) [ CSFAD e iR DL
Tissu cérébral et LCS A

ME g i . e

of Clinical and Translational Neurology Q (’

Open Access

BRIEF COMMUNICATION

Alpha-synuclein RT-QuIC in the CSF of patients with
alpha-synucleinopathies

Graham Fairfoul", Lynne I. McGuire', Suvankar Pal'?, James W. Ironside’, Juliane Neumann?,
Sharon Christie*, Catherine Joachim?® Margaret Esiri*, Samuel G. Evetts®, Michal Rolinski®,

Fahd Baig®, Claudio Ruffmann?, Richard Wade-Martins®, Michele T. M. Hu?, Laura Parkkinen® &
Alison J. E. Green' ' ¥

=zl i CSFPD
¥ CSFCTL

Fairful G et al, Ann. Clin. Transl. Neurol 2016

Performances d'emblées excellentes : LCS de patients avec diag confirmé neuropathologie
Spécificité 100 % = aucun non s-syn ne s'amplifie
Sensibilité pour la MCL : 92%

Sensibilité de 100% pour la maladie de Parkinson
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Confirmation du potentiel depuis 2016
Nombreuses études publiées avec des protocoles « maisons » tres variés car technique

complexe

a A 260000 A
; 130000' ——PURE DLB. ’g 100-
i -8~ NS (n=15) 206000 -5V CO-PATHOLOGY = Al.l. SYN (34/47) SENS=72,3%
@ ant —i— NON a-SYNUCLEINOPATHIES o - yn-ASYN (| ’ '
2 1040004 -& AD (n=16) 3 goA !
e w
S -+~ PD(n=12) 156000 X i
e 78000+ ; =~ 60-
s “*= DLB(n=17) l T 1T T ’ § |
-~

520004 l I o .
: 1||| ||||||||||m||u|||||||||m g «

2 !
a 26000 ~ """!!H”!H!!!E!! ..... 52000 ‘6 20+
s ............ | .................. E ........................................
- P S I — 1 )
< 0 L) = it 0 T T T T
0 20 40 60 g il “[,[.,HH E 0 50 100
Time (h) Time (hours)
Groveman B et al, Acta Neuropath Comm 2018 Bongianni M et al, Ann. Clin. Transl. Neurol 2019 Verdurand M et al, under review

On conserve les fres bonnes performances:
Spécificité trés proche des 100 %
Sensibilité pour la MCL :

92-100% chez pahenfs confirmes ACP rairful G Ann. Clin. Transl. Neurol 2016; Rossi M Acta Neuropathol 2020; Hall S Acta
Neuropathol Comm 2022; Bentivenga GM et al, Acta Neuropathol 2024

m 74-100 % des prienfS sans confirmation ACP &grockmann k et al, Acta Neuropathol Comm 2021; LE VINATIER ‘
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Cohorte italienne de 269 LCS avec confirmation neuropathologique: 210 aSyn LB— et 59 aSyn LB+
Stratification selon les stades neuropathologiques Braak

Stade prodromique ¢ Stade « AP » = amygdala predominent : inclusions dans I'amygdale avec faible
envahissement du fronc Frujishiro H et al, Acta Neuropathol 2008

Table 2 Demographic characteristics and CSF analysis results in the CSF cohort

N  F (%) Age at death (years) Time N. aSyn RT- N. aSyn RT- Sensitivity (%) Specificity (%)
]{rsoc,]ﬁﬁt:; gfslﬁvseAA ,,Qe‘;,':fif;‘\ A 1 MCJ, 1 MA et 1 Gayet-Wernicke
; sans inclusions synucléine NP

oSyn LB— 210 47.1 70.1+94 18427 3 207 98.6
oSyn LB+ 59 423 730479 50£124 48 11 81.4
McKeith stage

Neocortical 15 533 77.5+47 82+122 15 0 100

Limbic 17 470 728x7.1 35119 17 0 100 20 O CSFaSynt

Brainstem 23 3901 703185 19+54 14 9 60.9 ® CSF aSyn- 2
Braak stage w15 - *

1 4 500 665459 05+05 2 2 50.0 S R g o

2 4 500 697+9.2 1.0+08 1 3 25.0 é 1.0 ---:----;---.;;--i: --------------

3 15 333 71490 25467 11 4 73.3 ] . °

4 5 600 73.6%9.1 04+05 5 0 100 =057 o o

5 12 416 725+6.6 49+142 12 0 100 ‘

6 15 533 775147 82£122 15 0 100 = r I .
Amygdala-predominant 4 0 72.7+11.9 16.7£31.5 2 2 50 LBD stage

Bentivenga GM et al, Acta Neuropathol 2024

t t -> Plus on avance dans les stades NP, plus la RTQuic LCS est positive g vINATIER ‘
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Stades précoces : atteintes isolées MCL stade probable vs stade

Median with 95% Cl of N° positive

dysautonomique = PAF et TCSP (iRBD) possible
c 260000 -
100
— iRBD — —+=PROBABLE DLE
804 — PAF :_-:Esg BLE LBD
— NT1- -
o RBD
T8
m 104000 - ‘pl'
X 40 L
Kl
20 "= AN I T 01 A
il
0 l I I I 0 a0 0" 50 &0 mn
0 10 20 30 40

time (h)
Bongianni M et al, Ann. Clin. Transl. Neurol 2019
Rossi M et al, Acta Neuropathol 2020

Oui détection précoce : sensibilité: Sensibilité : 17/20

PAF = 92,9% et iRBD = 100% probable (85%)
Spécificité 95,2% : 1 Gayet- Sensibilité : 0/6 possible
Wernicke, 1 MA, 1 NP sensitive (0%)

Suivi longitudinal avec PL répétées
(=100 patients, 61 MP sporadique et

39 MP génétiques)

Linear mixed model
Time effect: p = 0.670
Group effect: p < 0.001

RT-QuIC
seeding
result
3

negative
I positive

FY

RT-QuIC Seeding Replicates
N

L Pl
® 01 2 3 45 6 7 8 9

Time of repeated measurements in years

Brockman K et al, Acta Neuropathol Comm 2021

Pas de changement dans les
criteres d'agrégation au cours du
temps (PL répétées)

86% sensibilité pour DCL dans cette
etude (n=49; probable)

LE VINATIER ‘

PSYCHIATRIE UNIVERSITAIRE
LYON METROPOLE



Spécificité n'est pas completement de 100%...
Ftudes neuropathologiques : association de Iésions dans 40% & 70% des CAS srenowiz et al Az & Dem 2017 kovacs G Curr Opin 2019

Etude d’'une cohorte de patients atteints de maladie d’Alzheimer avec exclusion des patients
compatibles MCL selon criteres McKeith (possible; probable)

AD (n=80) 1004 AL‘AA
A‘A‘
80+
+ Aa
pa 36/80 (45%) ; 440ip . 2/28 (7,1%)
> = 604
) AD aSyn+ 3% P non-AD aSyn+
-] [ ] )
§5 o]  ae
LR —
e L |y L U
Cutoff £ " W Y
Ay ——hl. 0
44/80 (55% Adafand ala 26/28(92,9%)
< /80(55%) of MRSk il ’
a AD aSyn- ad 1 non-AD aSyn-
AD plroup non-ﬁ[l) group
FIGURE 1 aSyn-5AA seeding activity in CSF of AD group and
© A+T+N+ non-AD group. CSF sample was considered positive when at least two o A_T-N-
* Mean age 70,3 £7,3 yrs of four replicate wells crossed the calculated threshold (see methods
. F | . DCL / b in supplementary materials). Final average relative ThT fluorescence + 10 CJD: 8 PSP: 1 CBS: 3
xclusion poss/pro from four replicate readings obtained from CSF of AD group of FTD, 6 non ND
selon McKe|th patients (blue triangles) and for each control (non-AD group) (gray ’
triangles) at 80 h. Bars show average + 5D for typeof case. Pilotto A L et al, Alz&Dem 2023

RTQuUIC Asyn positive dans 45% des MA étudiés
= les patients « MA » sont des « mauvais » contrdles pour la mise au point fechnique

Chaque marqueur n'est pas exclusif des autres Iésions neuropathologiques
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Protocole développé au laboratoire de Lyon (M Verdurand, F Kaczoroswki) : sensibilité : 72,3% et

spécificité : 100%
Mais : MA: 6/42 positif en Asynucléine

=

o

o
]

AD pos (6/42; 14,3%)

1004 ALLSYN (34/47) SENS=72,3% 1004 DLB (28/41) SENS = 68,3%

ThT Fluorescence (% Fluo Max)

Time (hours)

ThT Fluorescence (% Fluo Max)
ThT Fluorescence (% Fluo Max)

Time (hours)

=

D < 100+
F] Fl S ool
= 1007 PD (6/6) SENS = 100% = 100+ i 801
S 40 NOnASYN 3 40l < AD neg (36/42; 85,7%)
i o ;: 60—
B | X e ]
& 60 >~ 604
g 8 8 404
@ & a
o o 40+ o
¢ ¢ S 201
s g 20 I A
i i o ————=
= 0 T T = |E
oo 50 100 (= 0 50 100

Time (hours) Time (hours) Time (hours)

Verdurand M et al, under review

IMcKeith's clinical criteriain AD aSyn+ number/total
Fluctuating cognition 1/6
Recurrent visual hallucinations 1/6
REM sleep behavior disorders 1/6
One or more spontaneous cardinal features of parkinsonism 3/6
loutof4d 4/6
2 outof 4 1/6
3outof 4 0/6
All 4 clinical criteria 0/6

Reduced dopamine transporter uptake in basal ganglia 11

|demonstrated by SPECT or PET

Biological AD profile 6/6

A la relecture des dossiers,
tous les MA Asyn+ présentaient
soif un signe isolé s'inscrivant
dans les criteres de McKeith;
soit I'ont présenté au cours du
suivi
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Les agrégats sont différents sur le plan histo-pathologique
Hypothese : les criteres d'agrégation pourraient différencier ces « souches » entre elles

Growth Plat
y (1) SSERINORS Lag ....... — F e
= ® ‘
LB-fold 275 an
=
Q
g <
e .
8 80+ H AlC
= h
| . f
% 25 :
) F
g, " P st Negative Signal
e ,._/ it oo
gpe <
' 4 Neuron with Lewy Tog T Too 120
o bodies
AN Time (hours)
&
Monomeric aSyn Poggiolinil et al, Brain 2022
MSA-fold
3 PD
P c
& g 250000
9200000 MSA
S a\ MSA 150000
war) — S
\ b u//@j\ iL 100000
4 = s0000
. = Control
Oligodendrocyte = =3
with GCI
Trends in Biotechnology Time
RT-QuiC
Soto C, Trends in Biotechno 2024 ) .
oto G, Trendsin Biotechno LiJ et al, Front. Mol. Neurosci. 2022
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Effet-dose : Effet de la recombinante utilisée :

In’rensiTé reloﬂve‘de la réa_c’rjon Vitesse et intensité de réaction variable
proportionnelle a la quantité d'a-
synucléine présente dans I'échantillon

2300007 Brain tissue dilutions 260000+
1840004 A 2080004
FD BH
1380004 156000
2 92000 =
= = 104000
o
S 46000 3 :
8 S 52000 P
s ) - A ~JesoeH
o E o e L
3
< e
k= 1100007 csF volumes =
= = 2600004
g 88000 b o4 =
® @
2080004
S 66000 o 200000
< =
s
i, 2 156000
FD CSF
22000 104000
— 0.12uL
0 . r : : r ) 52000+
0 10 20 30 40 50 60 :NS CSF
Time (h) 0
] 10 20 30 40 50 G0
Time (h)
Groveman B et al, Acta Neuropath Comm 2018 Groveman B et al, Acta Neuropath Comm 2018
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Variabilité de la méthode ++

All CTLs variability

DCL10 DCL10

CTLPOS o,

11
. S
igm Vi

100,0

THT Fluorescence (% Fluo Max)
o5 3858838

A% DCLIO
o }%% cripos
::tz ,%5\ .

DOL10 - ] %% bcuo -
CTL POS crhtr - k4 ‘_"\." crLPos

THT Fluorescence (% Fluo Max)

o
£ g
ThT Fluorescence (% Fluo Max)

&
Time (hours)

THT Fluorescence (% Fluo Max)
cBEEBEB 3888

60
Time (hours)

Neurochimie - HCL
Neurochimie - HCL

Hypothese séduisante ... mais effet :

de la « dose » sur les criteres d'agrégation, de la recombinante (voir ot 2), de I'automate
(lecture fluo) sur les parametres des courbes d’amplification...

Différencier les souches semble difficile a ce stade ...
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a M AbbVie
@ Amprion
& Caughey

| Sensitivity

Specificity |

3 protocoles différents dans 3 laboratoires

| |
différents: SR T ET .TT IIT
Analyse en aveugle de 140 échantillons . . _
W o ' J. J_ '

(MP et conftrdles), collectés a I'inclusion et " ¢
apres 3 ans d’'évolution -

80
Resultats similaires et concordants
° ° V4 ~ 70
Mais differents quand méeme.... 5L 5 5K 7
1] AbbVie | Amprion Caugheyfild AbbVie 'Amprion Caughey
BL| 89% |96%89%| 86% gL| 100% 97% 97%
(78,100) |(89.100):(78.100)  (73,99) (100,100) (90,100) (90,100)
v3| 93% 96% 89% v3| 93% 93% 97%
(83,100) _(89.100) (78,100) (84,100) (84,100) (90,100)

Russo M et al., Acta Neuropathol Comm, 2021
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Criteres qualité de la méthode: variations inter manips, stabilité cycles
congélation / décongélation...

30+

wod T _____________________
=l=

- 15.4% | | 17.5% || 16.5%
I | I

Mammana A et al., CCLM 2024

i

Lag phase = parametre
le moins variable

30

25 ‘

.

o

10

S I T I |
Q@" S e Qg@'i’\“ v

Mammana A et al., CCLM 2024

Effet inhibiteur du sang : 1%
et 0,1% inhibition fotale de la
réaction

Plus concentration élevée,
plus le temps de réaction est
long
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Mammana A et al., CCLM 2024

Rester & +4°C retarde
le demarrage de la
réaction

g

€75 Vi Q’
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= 2

X i

o i
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5 i Negative Signal

O namitaat | & e N ogave sy
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Tay T Too 120
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Poggiolini | et al, Brain 2022

.

N_o.DH , % © o A
SELELELE

Mammana A et al., CCLM 2024

Pas d'effet des cycles
de congélation /
décongélation
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Technique séduisante avec potentiel énorme... mais...
Technique difficile & maitriser : prends du femps, mains expérimentées +++
Pas encore d’harmonisation internationale (protocole, criteres de positivité...)
Qualité de la protéine recombinante : effet majeur de variabilité sensibilité / spécificité

Risque si rupture d’approvisionnement en protéine recombinante (permanence du diag.)
Enormément de développement et d’optimisation encore en cours
Comparaison inter-laboratoires indispensables

Tres spécifique (négatif chez non Asyn) mais sensibilité au mieux de I'ordre de 80-85% sur cohortes
sélectionnées

Données de la littérature a partir de cohortes hyper sélectionnées = pas du tout « vie réelle »
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Développement sur d'autres matrices que le LCS : peau, muqueuse olfactive, sang...

Pas / peu d’amplification pour les AMS: notion de souches, localisation des agrégats, adaptation
des protocoles ++ 272

Technigue non influencée par présence concomitante autres agrégats protéiques (pas de
réactions croisées)

Tellement porteur d'espoir que déjd proposé comme critére de preuve de |ésions
neuropathologiques in vivo dans les criteres diagnostic pour la recherche dans la maladie de

Parkinson simuniT et al, Lancet Neurology 2024
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Module 3

Actualités sur les

MERCI POUR VOTRE biomarqueurs de MCL
ATTENTION Focus sur la RT-QuIC

Dr Isabelle QUADRIO

Biologiste en Neurobiologie et
Neurogenéetique

HCL {;IQNL

ccccccccccccccc
Neurosciences Lyon
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m A2MCL

Association des Aidants
et Malades & Corps de Lewy

www.a2mcl.org

06 62 63 34 97
contact@a2mcl.org
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