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Summary

Helicobacter pylori infection seems to play a critical role in extra-gastric diseases including Alzheimer’s
dementia (AD). Chronic H. pylori infection could worsen AD lesions via atherosclerosis and inflammation.

In a cohort study with 603 non-institutionalized individuals aged 65 and older followed from 1989 to 2008,
dementia was more prevalent in the H. pylori-positive group at baseline compared to non-infected group. After
20 years of follow-up, H. pylori infection was determined to be a risk factor for developing dementia after
controlling for AD risk factors. In a second study, including 53 AD patients, H. pylori infection was associated
with a more pronounced cognitive impairment. Homocysteine levels were positively correlated to
cerebrovascular lesions and to H. pylori immunoglobulin levels. To bypass possible confounding biases
concerning socio-economic conditions for instance, we evaluated the impact of H. pylori infection on the brain
of non-AD predisposed C57BL/6J mice. After an 18-month infection, H. pylori SS1 and H. felis induced a
significant gastric inflammation but no brain AR deposit was observed in their brain and the infection did not
lead to neuroinflammation. To go further, we studied the impact of Helicobacter species infection on cerebral
lesions and behaviour of AD transgenic (APPswe/PS1dE9) mice and their wild type littermates. H. pylori
infection was associated with an increased number of brain amyloid plaques, but not with an increased
neuroinflammation nor a worsening behaviour at 6 and 10 months of age.

Although epidemiological studies provided new elements for an association between AD and H. pylori
infection, animal model studies did not display a worsening behaviour or an increased neuroinflammation
despite an increased number of amyloid plaques. More studies are needed to firmly conclude that there is an
association between H. pylori infection and AD.

Keywords: Helicobacter pylori, Alzheimer’s disease, animal model, APPswe/PS1dE9, behaviour.
Résumé

L'infection a Helicobacter pylori est responsable d’une inflammation gastrique chronique qui pourrait
contribuer a I'apparition ou I'aggravation de pathologies extradigestives comme la maladie d’Alzheimer (MA).
A partir des données de la cohorte PAQUID explorant les facteurs de risque de démence dans une population
de patients de plus de 65 ans, nous avons montré que la prévalence de la démence augmentait chez les sujets
infectés. Aprés 20 ans de suivi, l'infection a H. pylori était associée a une augmentation de l'incidence de
démence aprés ajustement aux facteurs de risque connus de MA. Dans une deuxiéme étude incluant 53
patients atteints de MA, l'infection a H. pylori était associée a des performances cognitives plus séveres et le
taux d’homocystéine était positivement corrélé aux lésions cérébrovasculaires et au taux d’anticorps anti-
H. pylori. Pour s’affranchir de possibles biais confondant comme le niveau socio-économique, nous avons
ensuite évalué I'impact de I'infection a H pylori sur le cerveau de souris sauvages (C57BL/6J) non prédisposées
a la MA. Aprés 18 mois d’infection, alors que linfection était associée a une inflammation gastrique
importante, il n’a pas été retrouvé de plaque amyloide ou de majoration de la neuroinflammation. Pour aller
plus loin, nous avons étudié I'impact de I'infection a H. pylori sur le comportement et les Iésions cérébrales de
souris transgéniques prédisposées a la MA (APPswe/PS1dE9). Aprés 6 mois d’infection, les souris transgéniques
présentaient plus de plaques amyloides sans majoration de la neuroinflammation ni des troubles du
comportement.

Bien que les études épidémiologiques apportent de nouveaux éléments en faveur d’une association entre la
MA et l'infection a H. pylori, les études sur modéle animal ne mettent pas en évidence de majoration des
troubles cognitifs ni de la neuroinflammation des souris infectées malgré une majoration du nombre de

plagues amyloides. D’autres études sont nécessaires pour conclure a une association.

Mots-clés : Helicobacter pylori, maladie d’Alzheimer, APPswe/PS1dE9, neuroinflammation, cognition et
comportement
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AVANT-PROPOS

Une récente étude de prévalence a I’échelle internationale (85) a conclu qu’environ 24
millions de personnes dans le monde souffraient de démences en 2001 et que ce chiffre
pourrait étre de 42 millions en 2020 et de 81 millions en 2040. La maladie d’Alzheimer est la
premiére cause de démence chez la personne agée. Aprés 100 ans de recherche, son étiologie
reste inconnue ce qui nécessite d’'imaginer de nouvelles hypothéses de recherche.

Mes travaux ont porté sur I'hypothése infectieuse de la maladie d’Alzheimer, en particulier
sur I'impact de l'infection a Helicobacter pylori sur la sévérité de cette démence. Ce travail de

thése a tenté de répondre a plusieurs questions.

1. LUinfection a Helicobacter pylori est-elle associée a une augmentation de
I'incidence des démences ?

2. L'infection a Helicobacter pylori est-elle associée a une augmentation de la sévérité
de la maladie d’Alzheimer ?

3. L'infection a Helicobacter spp induit-elle une amyloidopathie cérébrale ? Etude sur
modele animal.

4. Llinfection a Helicobacter spp aggrave-t-elle les troubles du comportement et les

Iésions cérébrales de souris transgéniques prédisposées a la maladie d’Alzheimer ?

La premiére partie de ce mémoire est consacrée a un état des lieux des connaissances sur les

différentes hypotheses étiologiques de la maladie d’Alzheimer, en particulier I'hypothese

infectieuse et I'infection a H. pylori et son role possible dans des pathologies extra-digestives.
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. INTRODUCTION

1. La maladie d’Alzheimer, vers une piste infectieuse ?

A. La question initiale
Il'y a un peu plus de 100 ans, dans un asile de Francfort sur le Main, le Docteur Alois Alzheimer
décrivait pour la premiere fois le cas d’'une patiente de 51 ans qui présentait une perte de
mémoire des événements récents d’aggravation progressive, une désorientation temporo-
spatiale, des hallucinations auditives et des troubles du comportement. Ces troubles étaient
associés a une perte d’autonomie. La patiente était anosognosique. Le décés de la patiente
est survenu 4 ans et demi apres le début des troubles, la patiente était alors totalement
dépendante (10, 11). L'examen post mortem du cerveau de la patiente retrouva une atrophie
cérébrale diffuse avec des modifications vasculaires. La coloration a I'argent de Bielschowsky,
révéla des fibrilles intraneuronales (dégénérescences neurofibrillaires). L'auteur décrit une
« miliaire diffuse » causée par le dép6t d’une substance réfractaire a la coloration (plaques
amyloides). Il remarque également la disparition de nombreux neurones. Alois Alzheimer s’est
alors demandé si les lésions histologiques observées (plagues amyloides et dégénérescences
neurofibrillaires) étaient responsables de cette perte neuronale ou bien une conséquence.
Cent ans plus tard la question reste sans réponse, comme illustrée dans la figure 1 issue d’'une

revue de la littérature de Lansbury & Lashuel (164).
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Maladie
Perte neuronale

Maladie
Perte neuronale

Figure 1. Quel est le lien entre la maladie d’alzheimer et les dépdts amyloides et neurofibrillaires ? Deux hypothéses sont ici
proposées. a, hypothese 1 : la maladie neurodégénérative est responsable du dépét des plaques amyloides et des
dégénéresences neurofibrillaires, cette agrégation de protéines n’a pas de réle causal. b, hypothese 2 : les dépbts protéiques
sont responsables de la neurodégénérescence. Ces images représentent des coupes de cerveau d’un patient atteint par la
maladie d’Alzheimer et montrent une plaque amyloide entourée de dégénérescences neurofibrillaires intraneuronales

d’apres Lansbury & Lashuel (164).

Il existe deux formes de maladie d’Alzheimer. Les formes familiales ne représentent que 1 a
5% des maladies d’Alzheimer. Le mode de transmission est autosomigue dominant. Les
mutations génétiques responsables de ces formes familiales concernent les génes codant
pour I’Amyloid Precursor Protein (APP) (107) et les présénellines 1 et 2 (PSEN1 et PSEN2) (173,
270), chacune impliquée dans la production du peptide AR pathologique. Ces formes
familiales présentent les mémes lésions anatomopathologiques que la forme sporadique
(courante) de la maladie d’Alzheimer. Les lésions histologiques retrouvées sont caractérisées
par la présence de plaques séniles et de dégénérescences neurofibrillaires mais également par
la présence d’angiopathie amyloide, d’atrophie cérébrale, des altérations des synapses ainsi
gu’une diminution de la substance blanche, une perte neuronale et I'activation de la

neuroinflammation (218).
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A ce jour, le nombre et la nature des facteurs déclenchant la forme sporadique de la maladie
d’Alzheimer (éclair dans la figure 1) ne sont pas encore connus, raison pour laguelle aucun
traitement actuel ne permet de guérir les patients atteints ou de ralentir significativement la
progression de la maladie. Un certain nombre de facteurs de risque ont été identifiés. Certains
ne sont pas modifiables comme |'dge (85), le sexe (83), la présence de l'alléle €4 de
I’Apolipoprotéine E (83) ou les antécédents de traumatismes craniens (286). D’autres facteurs
liés au mode de vie (activité physique (120), exercice intellectuel (304), consommation
d’alcool (17)) et aux comorbidités semblent influencer I'incidence de la maladie d’Alzheimer.
La découverte de ces facteurs de risque représente des pistes de recherche pour déterminer
I'origine de la maladie d’Alzheimer. En effet de multiples hypothéses ont été proposées afin
d’expliquer la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer. Les principales sont décrites dans

ce manuscrit ci apres.

B. Les différentes hypothéses physiopathologiques

1) L'hypothése cholinergique

L’acétylcholine (ACh) est un neurotransmetteur des systémes nerveux central et périphérique.
L'hypothése cholinergique a émergé dans les années 70 a partir de résultats
anatomopathologiques. En effet, I'activité de I'enzyme responsable de la production de I’ACh
(la choline acétyltransférase) est diminuée dans le cortex et les hippocampes des cerveaux de
patients atteints par la maladie d’Alzheimer (61, 239). La neurotransmission cholinergique
s’altére au cours de I'évolution de la maladie d’Alzheimer du fait d’'une dégénérescence
spécifiqgue du noyau basal de Meynert (322) impliqué dans les phénoménes de mémorisation
(58).

A I'exemple de la maladie de Parkinson et du déficit en L-DOPA, I'utilisation d’inhibiteurs de la
dégradation de I’ACh (inhibiteur de I'acétylcholine estérase) avait pour but I'augmentation de
ce neurotransmetteur et |'obtention de meilleures performances mnésiques comme le
suggéraient les études animales utilisant différents produits cholinergiques (58). Plusieurs
inhibiteurs de I'acétylcholine estérase ont obtenu |'autorisation de mise sur le marché mais les
résultats chez ’homme ont été décevants, avec des améliorations trés modérées des scores
cognitifs et comportementaux, sans que I'on puisse en retenir une efficacité clinique certaine.

Aucune étude n’a permis de montrer que ces traitements permettaient de prévenir la

-13-



survenue de la maladie, de faire régresser les symptomes de la maladie ou encore d’arréter la

progression.

2) La théorie amyloide
La découverte de formes familiales génétiques de la maladie d’Alzheimer est le point de
départ de cette théorie. A partir des données génétiques, Hardy et al. ont proposé la théorie
de la cascade amyloide en 1992 (124). En effet, comme les lésions histologiques étaient
comparables entre les formes familiales et sporadiques, les auteurs sont partis du principe
gue la physiopathologie devait étre commune et basée sur les protéines APP et présénellines.
C’est le clivage anormal, dit amyloidogénique, de I’APP par les enzymes B et y sécrétases qui
provoquerait la formation de peptides B-amyloide (AB) de taille variable. La figure 2 d’aprés

Thinakaran et al. (293) illustre ce clivage anormal.

@ Non amyloidogénique Amyloidogénique

r_l —

= APPso. : APPsf

-sécrétase
B
‘_;‘
-
,
-1 Y-sécrétase
-sécrétase
r
y e
,

APP  -CTF AICD APP  B-CTF

Figure 2. Métabolisme de I'Amyloid Precursor Protein (APP) selon les voies non amyloidogénique (A) ou amyloidogénique
(B). La voie B est dite amyloidogénique car les complexes R et y-sécrétases clivent ’APP en donnant le peptide AR. CTF, C

Terminal Fragment ; AICD, APP Intra Cellular Domain. D’aprés Thinakaran et al. (293)
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Les dépbts amyloides sous forme de plaques extracellulaires seraient responsables d’une
toxicité directe sur les neurones et déclencheraient la formation des dégénérescences
neurofibrillaires (123, 272) (Figure 3). Ces derniéres sont caractérisées par
I’hyperphosphorylation anormale des protéines tau dont le role habituel est de stabiliser les
microtubules pour le transport intracellulaire et la croissance axonale. Les protéines tau
hyperphosphorylées (pTau) s’agregent entre elles pour donner les dégénérescences
neurofibrillaires.

Cependant il n’a pas été retrouvé de corrélation entre le nombre de plaques amyloides et la
sévérité des déficits cognitifs chez des patients atteints de maladie d’Alzheimer (18, 42, 57,
62, 105, 246, 253), de plus une autre étude de corrélation entre le déclin cognitif et les
données anatomopathologiques a retrouvé que 33% des patients non déments présentaient
autant de plagues amyloides que des patients atteints de maladie d’Alzheimer (116).
Cependant, les dépots amyloides pourraient précéder le déclin cognitif, ce qui expliquerait
leur présence dans le cerveau de patients encore asymptomatiques (218).

La surproduction et I'accumulation progressives de peptides AB sous forme d’oligoméres
solubles pourraient étre neurotoxiques (317) et incriminées dans I’altération de la structure,
la fonction et la plasticité des synapses bien avant la neurodégénérescence et la formation
des plaques amyloides. En effet, une diminution de la densité des synapses et leur

dysfonctionnement sont corrélés au déclin cognitif (126, 269).
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Figure 3. La cascade amyloide. L’hypothése amyloide débute par le clivage anormal de I’Amyloid Precursor Protein (APP) en
produisant des peptides amyloides (AB) qui s’agrégeraient sous forme de plaques amyloides possiblement responsables
d’une neurotoxicité favorisant la formation des dégénérescences neurofibrillaires (DNF). Des éléments plus récents a cette

hypothése proposent que ces oligomeéres solubles puissent altérer la fonction des synapses. D’apres Ballard et al. (24).

Cette théorie amyloide a été a I'origine de nombreux essais cliniques. Les inhibiteurs des B- et
y-sécrétase (112), I'immunisation active ou passive contre le peptide AB (130) et les
inhibiteurs de son agrégation (4, 163, 252) sont en cours d’évaluation chez I’homme. Aucun
n’a encore montré une efficacité clinique (essai de phase Ill) sur I’évolution de la maladie (24).
Des essais récents de phase Il sur 'utilisation d’anticorps monoclonaux anti-peptide AB n’ont
pas montré d’efficacité clinique (70, 263).

Certains chercheurs se sont également demandés si I'hyperphosphorylation de la protéine
Tau pouvait étre a l'origine de la cascade amyloide (200). La présence des dégénérescences
neurofibrillaires semble bien corrélée au déclin cognitif (218). En perturbant le
fonctionnement des microtubules, I'hyperphosphorylation des protéines Tau induit une
altération du transport axonal, une dysfonction synaptigue et finalement une
neurodégénérescence. Les dégénérescences neurofibrillaires ne sont pas spécifiques de la
maladie d’Alzheimer et se retrouvent dans d’autres pathologies neurodégénératives (les
taupathies). Des molécules inhibant la phosphorylation de la protéine Tau ou son agrégation

sont actuellement en cours d’évaluation (171).
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La théorie amyloide a été décrite il y a maintenant plus de 20 ans, de nombreuses équipes de
recherche ont approfondi les connaissances sur la physiopathologie du peptide AB. Cette
présence pathologique de peptides AP peut étre due, soit a un défaut de clairance, soit a une
augmentation de production. Une étude publiée en 2010 a comparé la production et la
clairance du peptide AB dans le liquide céphalorachidien (LCR) de 12 patients atteints par la
maladie d’Alzheimer et 12 patients témoins. Les auteurs ont retrouvé que la maladie
d’Alzheimer était associée a une diminution de la clairance du peptide AB de 30% par rapport
aux patients témoins. Ces résultats sont en faveur d’un réle majeur du défaut de dégradation
du peptide AB dans le développement de la maladie d’Alzheimer (201). La dégradation de ce
peptide repose sur l'activation de la neuroinflammation et le réle de la barriere hémato-

encéphalique (BHE).

3) L’hypothése inflammatoire
Au cours de la maladie d’Alzheimer, certains marqueurs de la neuroinflammation sont
augmentés dans les zones cérébrales atteintes. Les patients indemnes de démence qui
présentent des plaques amyloides cérébrales présentent de moindres signes de
neuroinflammation (183). L'imagerie cérébrale utilisant la tomographie par émission de
positrons retrouve une corrélation entre le déficit cognitif et la présence de cellules
microgliales activées (sans corrélation avec la quantité de plagues amyloides) (73) chez les
patients atteints de maladie d’Alzheimer. L’activation de la neuroinflammation pourrait étre,
soit a I'origine ou secondaire a la maladie d’Alzheimer avec un role plus ou moins bénéfique
(37). En effet, 'activation de la neuroinflammation pourrait participer a la clairance du

peptide AB (254).

Parmi les acteurs de la neuroinflammation, les cellules microgliales jouent un rdéle important
(240). Elles représentent 10% des cellules du systeme nerveux central (SNC). Elles
interagissent en permanence avec leur environnement grace a leurs nombreux
prolongements ramifiés jouant ainsi le réle de sentinelle (221). En interagissant avec les
neurones elles pourraient également avoir un role de soutien en particulier nutritif.

L'agression du SNC (infection, ischémie ou maladie neurodégénérative), produit un
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changement morphologique avec un raccourcissement et un épaississement de leur
prolongements et une augmentation de la taille de leur corps cellulaire ; parallelement, elles
augmentent la production de récepteurs membranaires et de cytokines pro-inflammatoires.
Dés la fin des années 80, Griffin et al. (114) ont émis I’hypothese que I'activation des cellules
microgliales dans la maladie d’Alzheimer pourrait avoir un rble délétére et participer a la
progression de la maladie plutot qu’étre protecteur. Bien que les cellules microgliales
possedent plusieurs récepteurs capables de se fixer au peptide AB, leur activité phagocytaire

est déficitaire, empéchant I’élimination de dépo6ts amyloides.

Les astrocytes jouent un role important dans la production et I'apport d’acides aminés aux
neurones, ils participent a la régulation cérébrovasculaire, c'est-a-dire aux échanges entre les
vaisseaux intracérébraux et les neurones et modulent la fonction synaptique. Des modeéles de
souris transgéniques (Tg) (surexpression ou « knock out » de certaines protéines spécifiques
astrocytaires) ont montré que les astrocytes jouaient un role dans la neuroprotection mais
également dans la neurodégénérescence. Dans la maladie d’Alzheimer, on les retrouve sous
une forme activée caractérisée par une hypertrophie des prolongements et du corps cellulaire
autour des plagues amyloides.

A partir de ces données, Griffin (113) décrit “I’'hypothése cytokinique”. Des facteurs
environnementaux, génétiques ou encore la présence de comorbidités pourraient induire une
activation microgliale et astrocytaire provoquant la production excessive de cytokines comme
I'interleukine 1 (IL-1) et S100B. A leur tour ces cytokines induiraient la production du peptide
AB et une neurotoxicité. La neurotoxicité majorerait I'activation astrocytaire et microgliale.
Cette hypothese décrit donc un cercle vicieux induit par un événement initial responsable de

I’activation de la neuroinflammation.

Des études épidémiologiques ont montré que [Iutilisation d’anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) pendant plusieurs années diminuait le risque de développer une maladie
d’Alzheimer (81, 315). Alors que plusieurs études montrent que I'utilisation d’AINS induit une
amélioration histologique voire cognitive chez des souris Tg prédisposées a la maladie
d’Alzheimer, aucune étude chez I’'homme n’a permis de conclure a une efficacité des AINS
(202). Une récente méta-analyse portant sur 14 études comparant |'efficacité des AINS, des

corticoides et de l'aspirine par rapport a un placebo dans le traitement de la maladie
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d’Alzheimer n’a pas permis de conclure a une efficacité de ces traitements sur le déclin
cognitif (141). L'injection périspinale hebdomadaire pendant 6 mois d’etanercept, molécule
inhibitrice du « Tumor Necrosis Factor » (TNF)-alpha, a permis dans une étude pilote
prospective sur 12 patients atteints de maladie d’Alzheimer de montrer une régression des
troubles cognitifs en particulier des troubles phasiques (295). Un essai clinique est

actuellement en cours (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01716637).

Les cellules microgliales et astrocytaires jouent donc un réle important dans la maladie
d’Alzheimer, méme si il est encore difficile de distinguer leur réle protecteur, en participant a
la circonscription et a la clairance des plagues amyloides, de leur rble néfaste par
I'emballement de la sécrétion de cytokines responsables d’une neurotoxicité. Un autre acteur

important dans la clairance du peptide AB est la barriere hémato-encéphalique.

4) L’hypothése vasculaire

Depuis plus de 15 ans, plusieurs études épidémiologiques ont souligné I'importance des
facteurs de risque cardiovasculaire dans la maladie d’Alzheimer (50, 128, 152, 279). Plusieurs
études montrent que certains facteurs de risque cardiovasculaire influencent I'incidence de la
maladie d’Alzheimer comme le diabéte (181), I'obésité (35), la consommation de tabac (169),
I’hypercholestérolémie (152) ou encore l'inactivité physique (120). En reprenant 3 études
interventionnelles (SHEP Systolic Hypertension in Elderly Program, SYST-EUR systolic
Hypertension in Europe et SCOPE Study on Cognition and Prognosis in the Elderly),
McGuinness et al. (203) montrent que le traitement de I'hypertension artérielle permet de
diminuer l'incidence des démences y compris l'incidence de la maladie d’Alzheimer. Les
facteurs de risque cardiovasculaire pourraient augmenter le risque de survenue de maladie
d’Alzheimer ou accélérer le déclin cognitif de patients atteints de maladie d’Alzheimer par la
survenue de microhémorragies cérébrales, de lacunes et de lésions de la substance blanche,
effets bien visualisés en imagerie par résonance magnétique (IRM) (314). La présence de ces
anomalies de la substance blanche est associée au déclin cognitif et au risque de développer
une démence y compris une maladie d’Alzheimer (65).

Alors que, classiquement, les démences étaient qualifiées de « démence vasculaire » ou de

« démence d’Alzheimer » selon des critéeres bien précis (criteres NINDS-AIREN (National
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Institute of Neurological Disorders and Stroke and Association Internationale pour la
Recherche et I'Enseignement en Neurosciences) (255) et NINCDS-ADRDA (National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer's Disease and
Related Disorders Association (71, 204)) respectivement)), la plupart des syndromes
démentiels associent une part vasculaire et une part neurodégénérative, appelée « démence
mixte », en particulier dans la population dgée. Pour certains, le réle important des facteurs
de risque cardiovasculaire remet en cause la théorie amyloide (66). En effet leur présence
serait responsable d’une hypoperfusion cérébrale chronique. Il a en effet été mis en évidence
grace a des études de neuroimagerie que I'hypoperfusion cérébrale précéderait I'apparition
de la maladie d’Alzheimer (7). Le fonctionnement et la survie des neurones sont liés au débit
sanguin cérébral. L’hypoperfusion cérébrale serait a |'origine des |ésions neurodégénératives.
Pour d’autres auteurs, les hypothéses « amyloide » et « vasculaire » ne seraient pas
incompatibles et on pourrait aisément penser que les 2 mécanismes soient synergiques (314).
En d’autres terme que la présence de facteurs de risque cardiovasculaire, en diminuant le flux
sanguin cérébral et en provoquant des lésions vasculaires cérébrales, augmenterait le déclin
cognitif lié au processus neurodégénératif.

La plupart des lésions vasculaires décrites dans les études anatomopathologiques de patients
atteints de maladie d’Alzheimer concernent les petits vaisseaux (infarctus lacunaires,
microangiopathie) (313), de plus la maladie d’Alzheimer est associée a un dép6t important du
peptide AB autour de ces petits vaisseaux. L'interface entre les vaisseaux et le cerveau
s’appelle la barriere hémato-encéphalique (BHE). Un dysfonctionnement de la BHE pourrait
induire ou tout du moins participer a la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer (31). La
BHE est constituée de cellules endothéliales cérébrales, de pieds astrocytaires et de péricytes,
ainsi que de cellules musculaires lisses enchassées dans la membrane basale. Les cellules
endothéliales sont jointives du fait de la présence de jonctions serrées, elles contrélent les
échanges entre les compartiments cérébral et vasculaire. Les astrocytes et les péricytes
participent a I'adaptation des apports de substances nutritives du sang vers le cerveau et
I’élimination des déchets du cerveau vers le sang. Comme nous |'avons vu précédemment
c’est I'élimination du peptide AP plutét que sa production qui est altérée dans la maladie
d’Alzheimer (201), or c’est la BHE qui permet le transport du peptide AB entre le sang et le
cerveau (111). Deux récepteurs LRP1 (« low density lipoprotein receptor-related protein-1 ») et

RAGE (« receptor for advanced glycation end-products ») participent respectivement a la
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sortie et I'entrée du peptide AB dans le sang. Chez un patient atteint de maladie d’Alzheimer,
on retrouve une diminution de I'expression de LRP-1 et une augmentation de |'expression de
RAGE favorisant la diminution de I’élimination du peptide AB (69). Un essai thérapeutique
utilisant un inhibiteur de RAGE est actuellement en cours (259).

Les facteurs de risque cardiovasculaire en altérant le fonctionnement/intégrité de la BHE, en
provoquant des AVC ou une hypoperfusion cérébrale pourraient donc participer a la

physiopathologie de la maladie d’Alzheimer.

Toutes ces hypothéses ne semblent pas exclusives. L’apolipoprotéine E (ApoE) pourrait étre

un trait d’union entre ces différentes théories.

5) Apolipoprotéine E, un trait d’'union entre ces différentes hypotheses ?
Il existe 3 alleles du gene codant pour I’ApoE : ApoE2, ApoE3 et ApoE4. L’ApoE3 est le plus
fréquent 50-90%) alors que I’ApoE4 et I’ApoE2 sont plus rarement retrouvés (5-35% et 1-5%).
Plus de 50% des patients atteints de maladie d’Alzheimer portent au moins 1 exemplaire de
I'allele ApoE4. Le risque de développer une maladie d’Alzheimer est multiplié par 3 et 15
lorsqu’on est porteur d’1 alléle et 2 alleéles ApoE4, respectivement. La présence de 'alléle
ApoE4 avance |'dge d’apparition de la maladie d’Alzheimer (101). En revanche la présence de

I'allele ApoE2 est protecteur (83) (tableaux 1 et 2).

Tableau 1. Fréquence des différents alléles de I'Apolipopotréine E chez des patients atteints

de maladie d'Alzheimer et des patients témoins, d'apreés Farrer et al. (83)

%

Maladie d’Alzheimer

Fréquence de I'alléle

Témoins Sporadique Familiale
Allele
ApoE2 8 4 2
ApoE3 78 50 48
ApoE4 14 37 50
Porteurs ApoE4 26 64 80
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Tableau 2. Effet du génotype de I'Apolipoprotéine E sur I'age de survenue de la maladie

d'Alzheimer, d'aprés Genin et al. (101)

%

Génotype 75 ans 85 ans
ApoE4/E4 30 60
ApoE4/E3 8 30
ApoE3/E3 2 10

L'apolipoprotéine E a été décrite dans les années 70 comme un transporteur de lipides en
particulier dans le cerveau, elle contribue a I'entretien et la réparation des neurones. La
présence de I'allele ApoE4 augmente la production du peptide AB et diminue son élimination
au niveau de la BHE. Par le biais des péricytes, I'’ApoE4 altére la perméabilité de la BHE (337).
De plus elle a un effet toxique direct sur les neurones (dysfonction mitochondriale,
hyperphosphorylation de la protéine Tau...) (185).

En ce qui concerne I'élimination du peptide AB, I'ApoE interagit également avec les cellules
microgliales pour faciliter la phagocytose (168). La présence des alleles ApoE3 et ApoE2
favoriserait la phagocytose et I’élimination du peptide AB.

Le role majeur de cette protéine a particulierement été souligné dans une étude de Cramer
et al. publiée dans le journal Science en 2012 (55). En utilisant un agoniste d’un récepteur
capable d’induire la transcription du géne apoE (bexarotene) chez des souris Tg (APP-PS1), les
auteurs ont montré une amélioration des troubles comportementaux et une diminution des
dépots amyloides. Malheureusement, ces résultats n’ont pas été reproduits dans au moins 4

autres publications (87, 245, 292, 307).

D’autres facteurs de risque génétiques ont récemment été identifiés grace a des études de
grande ampleur qui comparent le génome de patients atteints par la maladie d’Alzheimer et
des patients sains (« Genome-wide association study » GWAS). Ainsi Alperovitch et al. ont
réalisé cette comparaison en 2013 sur 17,008 patients « Alzheimer » et 37,154 témoins et ont
identifié¢ une dizaine de nouveaux geénes qui représentent tous de nouvelles pistes de

recherche (6).
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C. L’hypotheése infectieuse
Alzheimer et ses collégues évoquaient déja le role possible d’'un microorganisme dans la
physiopathologie de la maladie qu’il venait de décrire (86). Le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH) (51) ou Treponema pallidum (214) sont en effet 2 micro-organismes connus
pour donner des démences. Devant le role primordial de l'inflammation dans la maladie
d’Alzheimer, I’"hypothése infectieuse est une piste de recherche actuelle. Dés 1977, Tomlinson
évoquait la possibilité d’une origine virale (298). Depuis le sujet est débattu et plusieurs

agents pathogenes ont été incriminés que nous allons passer en revue.

1) Herpes Simplex Virus

L'Herpes Simplex Virus (HSV), virus a ADN double brins), pourrait étre lié a la maladie
d’Alzheimer pour trois raisons principales. Tout d’abord il a un tropisme neurologique. Apres
une primo-infection, le plus souvent survenue pendant I'enfance et bénigne, le virus est
capable de migrer le long des cellules nerveuses et persister sous forme latente dans le
systéme nerveux périphérique. Dans de rares cas, l'infection peut atteindre le systeme
nerveux central et provoquer une encéphalite herpétique. Les régions cérébrales concernées
par lI'infection sont les lobes frontotemporaux, régions les plus affectées dans la maladie
d’Alzheimer. Ensuite, dans certaines circonstances il peut se réactiver et donner de nouveau
des symptomes. Enfin sa prévalence est élevée (environ 90% de la population adulte) et il est
ubiquitaire.

En 1991, Jamieson et al. détectent pour la premiere fois la présence d’ADN viral de HSV par
« Polymerase Chain Reaction » (PCR) dans le cerveau post mortem de patients dgés dans une
proportion comparable entre ceux atteints de maladie d’Alzheimer (9/15) et ceux indemnes
de démence (14/21). Cet ADN se retrouvait dans les régions frontotemporales et était absent
des régions occipitales. En revanche la PCR était négative dans les cerveaux de patients jeunes
(137, 138). Ces résultats ont été confirmés par d’autres études (27, 33, 110, 216). Dans le
cerveau de patients atteints de maladie d’Alzheimer Wozniak et al. retrouvent la présence
d’ADN viral au sein méme des plaques amyloides (327). ltzhaki et al. ont recherché une

susceptibilité génétique qui pourrait conduire une personne a développer une maladie
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d’Alzheimer alors qu’elle est infectée par HSV. Ainsi ils ont montré que sur un total de 90
échantillons de cerveaux (46 patients atteints de maladie d’Alzheimer et 44 patients sains),
I’ADN de HSV était plus fréquent dans le cerveau de patients atteints de maladie d’Alzheimer
lorsqu’ils étaient porteurs de I'allele ApoE4 par rapport aux autres patients (135, 136), mais
ces résultats n’ont pas été confirmés par Beffert et al. (30).

A partir de la cohorte PAQUID, qui concerne environ 3777 patients agés de plus de 65 ans
vivant a domicile dans les départements de la Gironde et de la Dordogne et suivis pendant 15
ans, Letenneur et al. ont montré que parmi les 512 patients indemnes de démence qui avaient
bénéficié d’une prise de sang, ceux qui présentaient une réactivation herpétique (présence
d’anticorps IgM anti-HSV) avaient un risque augmenté de développer une démence apres
ajustement sur I'age, le sexe, le niveau d’éducation et le statut ApoE (Figure 4). Cette étude ne
retrouvait pas d’interaction entre la présence de l'allele ApoE4 ou d’IgM anti-HSV et le risque
de démence (172). A contrario, Mancuso et al. ont retrouvé que les taux d’anticorps anti-HSV
étaient comparables entre 83 patients atteints de maladie d’Alzheimer et 51 patients témoins,
mais positivement corrélés avec le volume du cortex. Les auteurs évoquent I’hypothése d’un
role protecteur de ces anticorps (193).

Plusieurs études réalisées sur des cultures cellulaires (neurones de rat, de souris et lignées
cellulaires humaines de glioblastome) ont montré que la présence de HSV augmentait la
production de protéines Tau phosphorylées (8, 170, 326), de peptide AB (241, 265, 326), une
modification du clivage d’APP (64, 134, 326) et l|'apparition d’anomalies neuronales
conduisant a la mort neuronale (331). L'utilisation d’acyclovir (traitement anti-herpétique)
(324) ainsi que d'immunoglobines polyvalentes (325) sur des cultures cellulaires en présence
de HSV diminue I'accumulation du peptide AP et I'activité de phosphorylation de la protéine
Tau. Wozniak et al. ont induit I'apparition de plaques amyloides dans le cerveau de souris
sauvages BALB/c apres les avoir infectées par HSV (326). Martin et al. ont également montré
que l'infection par HSV de souris BALB/c induisait une activation de la neuroinflammation et
une neurodégénérescence (199). En revanche, ces résultats n‘ont pas été confirmés par
Guzman-Sanchez et al. qui ont utilisé des souris C57BI6 (118).

Méme si un nombre croissant d’études apporte des arguments pour une implication de HSV
dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer, aucune étude d’intervention chez

I’lhomme n’a encore été conduite.
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Figure 4. Herpes Simplex Virus et maladie d’Alzheimer, étude PAQUID. Taux d'incidence cumulée de maladie d'Alzheimer en
fonction de la présence d'anticorps anti HSV (IgG en haut et IgM en bas). MA, maladie d'Alzheimer. D’apres Letenneur et al.
(172)
2) Chlamydia pneumoniae

Chlamydia pneumoniae est une bactérie Gram négative intra cellulaire qui se transmet par
voie aérienne et provoque des infections des voies aériennes (bronchites et pneumopathies).
Son implication dans des pathologies extra-respiratoires a également été évoquée dans
I'athérosclérose (274) ou les AVC (77).

Dans une étude post mortem réalisée a la fin des années 90, Balin et al. retrouvaient la

. , . 0 . .

présence d’ADN de C. pneumoniae dans 90% (17/19) des cerveaux de patients atteints de
maladie d’Alzheimer et seulement dans 5% (1/19) de patients témoins (23). D’autres études
ont confirmé ces résultats et retrouvé la présence de C. pneumoniae dans des astrocytes, des

cellules microgliales et des neurones proches des lésions histologiques de la maladie
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d’Alzheimer (102, 121). Leur présence était d’autant plus importante que les patients étaient
porteurs de I'allele ApoE4 (103). Ces résultats n’ont pas été reproduits dans d’autres études
(106, 223, 251, 291)

Dans une étude in vitro, Boelen et al. (39) ont montré que les neurones et les astrocytes
pouvaient étre infectés par C. pneumoniae et mourir par nécrose a la différence des cellules
microgliales. La présence d’ADN de C. pneumoniae était plus élevée dans le LCR de patients
atteints de maladie d’Alzheimer par rapport a des patients témoins, mais les auteurs n’ont pas
retrouvé d’association entre la présence d’ADN bactérien et les taux du peptide AB et des
protéines Tau phosphorylées (228).

Dans un modele animal, I'infection de souris sauvages BALB/c par C. pneumoniae par voie
respiratoire est associée a I'apparition de plagues amyloides et d’'une réaction astrocytaire, les
dépots amyloides augmentant avec la durée de I'infection (175). L'infection était réalisée avec
une souche de C. pneumoniae isolée a partir du prélévement cérébral d’'un patient atteint de
maladie d’Alzheimer. Boelen et al. ne confirment pas ces résultats (38).

La tétracycline et la rifampycine qui sont des antibiotiques actifs sur C. pneumoniae,
pourraient empécher I'accumulation de peptide AB (90, 297). A partir de ces données, Loeb
et al. ont conduit une étude d’intervention testant |'utilisation de la doxycycline associée a la
rifampicine versus placebo chez 100 patients atteints de maladie d’Alzheimer et ont comparé
leur déclin cognitif. A 6 mois, le déclin cognitif était moins important dans le groupe traité
comparé au groupe placebo. Néanmoins, les auteurs n’ont pas trouvé de relation avec la
présence de C. pneumoniae. L'effet sur le déclin cognitif serait lié a I'effet des antibiotiques
eux-mémes plus qu’a leur action sur une infection a C. pneumoniae (178).

Les résultats obtenus dans les études anotomopathologiques chez I'homme ou dans les

études animales étaient donc contradictoires et nécessitent encore d’autres travaux.

3) Les spirochétes
Les spirochétes sont des bactéries Gram négatives de I'environnement. Il existe plus de 200
espéces différentes de spirochétes. Ils sont responsables de nombreuses pathologies
humaines: maladie de Lyme (Borrelia burgdorferi), syphilis (Treponema pallidum),

leptospirose (Leptospira spp).. La plague dentaire est trés riche en spirochetes de type
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Treponema spp qui peuvent parfois étre responsables d’infection grave comme I'angine de
Vincent.

Les spirochetes ont un tropisme neurologique important. En 1913, Noguchi et More
décrivaient pour la premiére fois la présence de Treponema pallidum dans le cerveau d’un
patient atteint d’'une « paralysie générale », c'est-a-dire d’une méningo-encéphalite
syphilitique (« neurosyphilis ») caractérisée par un syndrome démentiel et une atrophie
cérébrale en particulier dans les zones fronto-temporales (224). Au niveau histologique, les
spirochetes se rassemblent sous formes de plaques mais peuvent également migrer sous
forme de filaments dans le cortex. Le nombre de ces |ésions est corrélé a I'atrophie cérébrale.
Morphologiquement ces 2 formes ressemblent aux plagues séniles et aux dégénérescences
neurofibrillaires. Des études anatomopathologiques retrouvent, dans les cerveaux de patients
atteints de neurosyphilis, la présence de peptide AB dans des dépo6ts amyloides (212).

Dans les formes avancées de maladie de Lyme, infection induite par la présence de
B. burgdorferi, on retrouve des syndromes démentiels caractérisés par une atrophie cérébrale
et une activation de la neuroinflammation (82, 184, 213, 268). Mcdonald et al. ont isolé pour
la premiere fois B. burgdorferi a partir d'un cerveau de patient atteint de maladie d’Alzheimer
(184).

Cette observation souleve I'’hypothése que de nombreux spirochétes pourraient étre

responsables de démence voire de maladie d’Alzheimer.

Plusieurs études ont retrouvé la présence de spirochétes dans le LCR ou dans le cerveau de
patients atteints de maladie d’Alzheimer. Toutes ces études sont reprises dans une revue de la
littérature de Miklossy et al. (212). Au total 110 cerveaux de patients atteints de maladie
d’Alzheimer et 37 cerveaux de patients témoins ont été analysés par différentes méthodes
(immunohistochimie, PCR, western blot). Des spirochétes (tous types confondus) étaient
présents dans 90% des cerveaux de patients maladie d’Alzheimer et absents dans tous les
cerveaux témoins. Dans une autre série concernant 127 cerveaux, B. burgdorferi était présent
13 fois plus souvent dans le cerveau des patients atteints de maladie d’Alzheimer que dans le
cerveau des patients témoins.

In vitro, en présence de B. burgdorferi, des cellules neuronales et astrocytaires de rat

augmentent la production d’APP et de pTau (215).
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Toutefois, des études similaires sérologiques ou histologiques post mortem n’ont pas permis

de confirmer ces résultats (96, 117, 197, 205, 227).

A la différence de la maladie d’Alzheimer, la prévalence de la maladie de Lyme n’a pas une
répartition géographique homogéne. Elle se concentre dans des zones géographiques bien
précises correspondant a celles de son vecteur. En revanche, les spirochétes de la cavité
buccale sont, eux, distribués de maniére homogene dans le monde et pourraient par leur

possible neurotropisme contribuer a des processus dégénératifs (212).

4) La maladie d’Alzheimer : une maladie a prions ?

Les maladies a prions (« protein infectious only ») regroupent un ensemble de maladies
neurodégénératives. L'évolution des ces maladies est toujours fatale (21). Elles sont
caractérisées par I'accumulation de protéines prion scrapie (PrP*°), protéines neurotoxiques.
PrP>“ est la conséquence d’un repliement anormal (transconformation) de la protéine prion
cellulaire (PrP%) non pathologique que I'on retrouve chez ’homme. On considére la PrP*
comme un agent infectieux car elle est capable de modifier la conformation de la PrP¢ (247),
responsable des encéphalopathies spongiformes transmissibles comme la maladie de
Creutzfeldt-Jakob.

De récentes études expérimentales ont montré que le peptide AB pourrait se comporter
comme la PrP°“. En effet I'injection de peptide AB chez des souris Tg exprimant la protéine
APP humaine induit le dépot de peptide AP plus précocement que chez les souris non
injectées (74). Cette injection peut également induire la formation de dépots amyloides chez
des rats qui expriment le gene app et également la phosphorylation de la protéine Tau dans le
cerveau de souris Tg (40). Stohr etal., en imagerie par bioluminiscence, ont permis de
montrer qu’effectivement le peptide AB était capable de se propager au sein du parenchyme
cérébral et de se comporter comme un prion (282). Encore plus récemment Pietri et al. ont
mis en avant une possible cible thérapeutique commune aux maladies a prions et la maladie
d’Alzheimer : PDK1 (243). Cette protéine est capable de diminuer I'activité de I'alpha
sécrétase qui joue un role important dans la maladie d’Alzheimer (figure 2) et les maladies a
prions. L’association entre les facteurs de risque génétique de la maladie d’Alzheimer comme

le gene de I’ApoE4 et les maladies a prions reste controversée (14, 333).
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Cette récente découverte de possible comportement « prion-like » du peptide AP ouvre des
pistes de recherche jusqu’alors inédites. La protéine Tau pourrait également se comporter
comme une protéine prion ce qui expliquerait que la propagation dans le cerveau des
dégénérescences neurofibrillaires soit bien corrélée avec le déclin cognitif au cours de la

maladie (122).

5) Inflammation systémique

Les patients atteints de maladie d’Alzheimer développent fréquemment des syndromes
confusionnels lorsqu’ils souffrent d’infections. Leurs troubles cognitifs sont alors aggravés de
maniére brutale et transitoire le temps de l'infection. A partir de cette constatation, de
nombreuses équipes se sont intéressées a lI'impact de l'inflammation systémique sur les
fonctions cognitives. Dans une récente revue de la littérature Holmes expose les données
actuelles sur l'impact de l'inflammation systémique sur le SNC (129). Bien que la BHE
empéche le passage de la plupart des protéines, en particulier les cytokines pro-
inflammatoires, I'inflammation systémique pourrait avoir un impact sur le SNC par différents
mécanismes : 1) stimulation des nerfs périphériques comme le nerf vague relayé jusqu’a
I’hypothalamus, 2) action directe du lipopolysaccharide (LPS), composant essentiel de la
membrane externe des bactéries a Gram négatif, et des cytokines pro-inflammatoires sur des
zones de la BHE ou la concentration de jonctions serrées est diminuée et sur les cellules
endothéliales et les macrophages périvasculaires permettant une progression de
I'inflammation a travers le parenchyme cérébral et 3) entrée directe de cellules immunitaires
périphériques dans le parenchyme cérébral (281), ce recrutement pourrait se faire en
particulier dans le cas de |ésions cérébrales.

Dans une étude de cohorte de 1050 sujets, Schmidt et al. ont retrouvé qu’une augmentation
de la « C-reactive protein » (CRP), marqueur non spécifique de I'inflammation systémique chez
I'Homme, était associée a une augmentation de I'incidence de démence (maladie d’Alzheimer
et démence vasculaire) de maniere indépendante a la présence de facteurs de risque
cardiovasculaires et ceci apres 25 ans de suivi (271).

Holmes et al. ont étudié de maniere prospective I'évolution des troubles cognitifs de 300
patients atteints de maladie d’Alzheimer durant 6 mois en focntion de la survenue d’un
épisode infectieux dans les 2 mois précédents l'inclusion. Des dosages de la CRP et du TNF-a

étaient également réalisés en début d’études. Leurs résultats montrent que la présence d’'un
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événement infectieux et un taux élevé de TNF-a étaient associés a une aggravation des
troubles cognitifs a 6 mois (figure 5) (131). De plus, la présence de I'allele ApoE4 pourrait
augmenter la susceptibilité des patients atteints de maladie d’Alzheimer aux infections

systémiques (301).

Suivi dans le temps (mois)

-0- El absent
41 * El présent

Modification de ’ADAS-COG
par rapport au score initial (moy +/- SE)
N

5= 0-2 mois 0-4 mois 0-6 mois
El absent (n) 162 127 112

El présent (n) 60 95 110
p 0.5 0.04 0.04

Figure 5. Inflammation systémique et déclin cognitif. Modification du score de I’ADAS-COG par rapport au score initial au
cours du temps en fonction de la présence ou non d’événement infectieux. ADAS-COG (256), « Alzheimer’s Disease

Assessment Scale-cognitive subscale » score/70) ;El, événement infectieux. D’aprés Holmes et al. (131)

L'impact de l'inflammation systémique a également été étudié dans des modeles murins.
L'injection de LPS chez des souris Tg (APP-PS1 ou 3xTg-AD c'est-a-dire des souris capables de
développer des plaques amyloides mais également une hyperphosphorylation des protéines
Tau) provoque une accélération du dépot de peptides AR (275), une augmentation de
I’hyperphosphorylation des protéines Tau (151, 287) et une activation de Ia
neuroinflammation (125). De plus, linjection de LPS était associée d’une part a une
majoration des troubles du comportement (activité sociale, motricité en particulier) chez les
souris Tg par rapport aux souris WT et a une plus importante altération de la BHE chez les
souris Tg par rapport aux souris WT (289). Des études sur des souris WT agées montrent que
I'injection périphérique de LPS induit une neuroinflammation plus importante que chez des

souris jeunes (28).
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Ces études confortent I'hypothese selon laquelle la présence d’une inflammation systémique
chronique augmenterait le risque de développer une démence. Mais on peut également se
demander si la présence d’une inflammation systémique précéderait I'apparition de troubles
cognitifs. En effet plusieurs études ont montré que les patients atteints de maladie
d’Alzheimer avaient des marqueurs d’inflammation systémique plus élevés que les patients

témoins (9, 32, 97, 290).

Les infections ou toute pathologie inflammatoire chronique en induisant une inflammation
systémique et des anomalies vasculaires pourraient induire/majorer la neuroinflammation et
I’altération de la BHE et ainsi participer a la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer. A ce
titre I'infection a Helicobacter pylori pourrait jouer un réle dans la physiopathologie de la

maladie d’Alzheimer.

2. Helicobacter pylori

Alors que I’hypothése de la présence d’une bactérie causale de la maladie ulcéreuse avait été
évoquée des la fin du XIXeme siécle par G. Bottcher et M. Letulle (150), ce n’est que 100 ans
plus tard que deux médecins australiens, Robin Warren et Barry J. Marshall, ont isolé et réussi
a cultiver pour la premiere fois Helicobacter pylori initialement nommé Campylobacter
pyloridis puis Campylobacter pylori, et finalement reclassé dans un nouveau genre
Helicobacter) a partir de biopsies gastriques (198). Raillés par la communauté scientifique qui
ne croyait pas a I’"hypothése infectieuse des ulceres gastro-duodénaux, Marshall a confirmé un
des postulats de Koch: il a ingéré une suspension de H. pylori qui a provoqué l'apparition
d’une gastrite aigue d’évolution favorable aprés traitement antibiotique. Cette découverte a
permis a ces deux médecins-chercheurs d’étre lauréats du Prix Nobel de physiologie et de
médecine en 2005 soit 100 ans aprés le premier Prix Nobel attribué a Robert Koch pour la
découverte d’un agent infectieux, Mycobacterium tuberculosis et son réle dans la tuberculose.
L'infection a H. pylori représente un bon modeéle d’inflammation chronique : elle est acquise
durant I'enfance et perdure toute la vie si elle n’est pas traitée. C’'est la raison pour laquelle
cette infection pourrait également participer a la physiopathologie de maladies extra

digestives comme la maladie d’Alzheimer.
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D. Généralités

1) Données épidémiologiques

La transmission de I'infection est inter-humaine par voie oro-orale (salive contaminée par des
régurgitations ou des vomissements) principalement (44) dans les pays développés, alors
gu’elle peut également se transmettre par voie fécale-orale du fait de la contamination de
I’eau, H. pylori pouvant survivre en milieu aquatique (153).

Du fait de la fragilité de H. pylori en dehors de I'estomac, la transmission inter-humaine par la
salive nécessite des contacts étroits et se produit essentiellement en intrafamilial ou dans les
creches (187). La prévalence de I'infection est donc directement liée aux conditions d’hygiéne
comme illustrée figure 6. La prévalence est d’environ 50% dans le monde mais varie de 20 a

80% en fonction des régions du monde.

A, >
(uﬁ o PR

z 5\

- > 75% SO

M 65.74%
M 6684%
| <55%

Figure 6. Prévalence de l'infection a Helicobacter pylori dans le monde. D’apres Leclerc et al. (165)

La diversité de prévalence dans I'espace mais également dans le temps est notée. En effet il
existe un phénomene de cohorte en particulier dans les pays développés : la prévalence de
I'infection est plus importante chez les sujets agés que chez les sujets jeunes car ils ont vécu
pendant leur enfance dans des conditions d’hygiénes plus précaires que les jeunes actuels
(26). En France la prévalence de I'infection est d’environ 20% chez les sujets de moins de 50
ans et de 40% chez les plus de 50 ans. L'infection si elle n’est pas traitée perdure tout au long

de la vie (285).
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2) Caractéristiques bactériologiques
H. pylori est un bacille Gram-négatif spiralé ou incurvé, flagellé, vivant en microaérobiose, qui
présente une affinité particuliére pour I'épithélium de I'estomac. Biochimiquement, H. pylori
peut étre caractérisé par la présence de différentes enzymes telles que l'uréase, la catalase, la
cytochrome oxydase, les phosphatases alcalines, et la gamma-glutamyl transpeptidase ainsi
gue I'absence de capacité a fermenter les sucres et a hydrolyser |'hippurate (206).
Sa survie et sa persistance dans le milieu gastrique reposent sur plusieurs facteurs résumés
dans la figure 7, dont la résistance de la bactérie a I'environnement acide. Ceci est expliqué
par plusieurs mécanismes. Le premier est la production d’uréase qui va transformer |'urée en
ammoniac et en dioxyde carbone augmentant ainsi localement le pH gastrique (52, 208).
Cette enzyme composée de 2 sous unités (UreA et UreB, cette derniere étant la partie active)
est indispensable a la colonisation gastrique de H pylori.
Ses flagelles unipolaires au nombre de 2 a 6 participent également a la colonisation gastrique
de la bactérie car elles vont lui permettre de se mouvoir dans le mucus gastrique (226). Sa
forme incurvée 'aide également a se déplacer au sein du mucus vers des zones ou le pH est
plus élevé par chimiotactisme (329). Ces flagelles ne sont pas reconnus par le Toll Like
Receptor 5 (TLR 5) qui normalement, en présence de flagelles, active le systeme immunitaire
inné (104). Cet échappement partiel au systéme immunitaire participe aussi a la colonisation
gastrique de H. pylori.
L'expression d’adhésines comme BabA (« Blood group Antigen-binding adhesin ») ou SabA
(« Sialic acid-binding adhesin ») permet a H. pylori d’adhérer aux antigenes Lewis présents sur
la surface des cellules épithéliales gastriques (305).
De plus H. pylori est capable de déjouer les réponses immunitaires innées et adaptatives. En
plus d’une diminution de détection par les TLR, H. pylori présente une résistance a la
phagocytose (5) et peut induire I'apoptose des macrophages permettant une évasion de la
réponse immunitaire innée (47). L'infection a H. pylori est responsable d’une forte réponse
humorale caractérisée par la production d’anticorps (237). H.pylori alors qu’il est un
pathogene extracellulaire, induit une réponse immunitaire de type Th1 qui ne permet pas, de
maniére efficace, d’éradiquer I'infection (25).
Parmi tous les facteurs de virulence de H. pylori, deux sont particulierement importants : VacA
et I'llot de pathogénécité (cagPAl) codant en particulier pour la protéine CagA (cytotoxin

associated gene A). La toxine vacuolisante VacA est une protéine de 140 KDa capable
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d’induire la formation de vacuoles dans certaines lignées cellulaires in vitro, d’activer des
voies de signalisation cellulaires pro-inflammatoires et d’induire I'apoptose de cellules
épithéliales. (98, 161). Elle pourrait également avoir une activité immunosuppressive (100). Le
géne vacA est présent dans toutes les souches mais la protéine correspondante VacA n’est
pas toujours exprimée. Cette différence de réponse est due a la présence de 3 régions
variables du géne (20). Par ces différents mécanismes, la toxine VacA aide a la colonisation de
H. pylori (260).

L'flot de pathogénécité cag code pour un systéme de sécrétion de type IV et pour la protéine
CagA. Cet flot de pathogénécité a été acquis au cours de I'évolution par un transfert de genes
horizontal d’un microorganisme inconnu. Le systéme de sécrétion de type IV est composé
d’un ensemble de protéines qui jouent le role de seringue capable d’injecter dans la cellule
épithéliale un certain nombre d’effecteurs comme la protéine CagA. Celle-ci est capable
d’induire un réarrangement du cytosquelette, de modifier les jonctions cellulaires et d’induire
la sécrétion de cytokines proinflammatoires (22). Les souches CagA positives sont associées a
des lésions inflammatoires de la muqueuse gastrique plus importantes que les souches CagA
négatives ; elles sont également associées a une augmentation du risque de cancer gastrique ;
ce qui a conduit a qualifier CagA d’oncoprotéine. Les souches CagA positives représentent plus
de 90% des souches de H. pylori dans les pays asiatiques comme le Japon, la Chine ou la Corée
ou l'incidence des cancers gastriques est trés élevée alors que sa prévalence n’est que de 60%

dans les pays occidentaux ou I'incidence du cancer est plus faible (229).
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Principaux facteurs de colonisation et de virulence

Echappement au

systeme immunitaire
/

Lutte contre acidité
Uréase

" Adhésines

- Systeme de sécrétion de type IV
- CagA

Figure 7. Principaux facteurs de colonisation et de virulence de Helicobacter pylori. D’aprés Amieva et al. (13)

Cette adaptation de H. pylori a I'environnement gastrique et sa capacité a coloniser la
mugqueuse gastrique lui permettent de persister pendant des décennies tout en étant a

I'origine d’une inflammation gastrique aux conséquences pathologiques importantes.

3) Helicobacter pylori et pathologies gastriques
Les différentes conséquences cliniques de I'infection a H pylori sont résumées dans la figure 8
(154). l'infection a H. pylori induit toujours une inflammation au niveau de la muqueuse
gastriqgue qu’on appelle une gastrite. Cette inflammation persiste toute la vie si I'infection
n‘est pas traitée. Elle n’est pas associée a des anomalies morphologiques visibles

macroscopiquement lors de I'endoscopie, en revanche I'examen histologique retrouve une
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réaction inflammatoire avec la présence de polynucléaires neutrophiles dans la zone ou la
bactérie est présente, ainsi qu’une réaction lymphoplasmocytaire au niveau du chorion. Cette
réaction inflammatoire est également associée a la production de cytokines pro-
inflammatoires locales (54, 174, 217, 222) voire systémiques (238, 258).

Dans environ 85% des cas la gastrite induite par H. pylori reste asymptomatique. Dans moins
d’1% des cas, cette gastrite peut se compliquer d’un lymphome gastrique du MALT (mucosa-
associated lymphoid tissue). Ce lymphome est une forme rare de lymphome non Hodgkinien.
Une prolifération lymphoide B monoclonale se développe aux dépens du tissu lymphoide
associé aux muqueuses, en particulier de I'estomac ol linfection a H. pylori a induit la
formation de follicules lymphoides réactionnels. Dans 80% des cas, un traitement de
I'infection a H. pylori par antibiotique suffit pour aboutir a une guérison du lymphome (29) ;
dans les autres cas, une chimiothérapie est nécessaire en particulier lorsque des adénopathies
sont associées ou qu’il existe des anomalies génétiques de la population lymphocytaire B
monoclonale (176). Dans 5 a 10% des cas, l'infection a H. pylori évolue vers un ulcere
gastriqgue ou duodénal. Enfin si la gastrite est associée a une atrophie, caractérisée par une
réduction de la hauteur des cryptes gastriques ou de la quantité de glandes gastriques, elle
peut évoluer vers une métaplasie intestinale (remplacement de cellules épithéliales gastriques
par des cellules de type intestinal), une dysplasie gastrique voire un adénocarcinome
gastrique de type intestinal. Cette cascade d’événements a été décrite par Correa en 1975
avant la découverte de H. pylori (53). On estime qu’un patient sur cent infecté développera,
apres plusieurs dizaines d’années d’infection, un cancer gastrique (162). Les premiéres études
utilisant la sérologie H. pylori indiquaient une prévalence de l'infection de 80% parmi les
malades atteints d’un cancer gastrique. Des études plus récentes utilisant d’autres sérologies
recherchant en particulier la présence d’anticorps anti-CagA, ont montré que la prévalence
était en fait beaucoup plus élevée : 93% en Europe et 98% au Japon. Une étude chinoise
prospective, randomisée, contre placebo portant sur 1630 patients infectés par H. pylori
habitant la province de Fujian, a forte incidence de cancer gastrique, ont été suivis pendant
7,5 ans. Les auteurs n‘ont pas retrouvé de diminution significative de I'incidence du cancer
gastrique entre les patients traités pour l'infection et le groupe placebo. En revanche, parmi
les 988 patients qui n'avaient pas de lésion pré-néoplasique a I'inclusion, aucun cancer n’est
survenu chez les 485 sujets ayant eu une éradication de H. pylori contre six cancers parmi les

503 patients ayant recu le placebo, cette réduction du risque de cancer était statistiguement
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significative (323). Helicobacter pylori est classé selon I'Organisation Mondiale de la Santé

(OMS) comme un pathogene carcinogéne de classe | pour le cancer gastrique depuis 1994 (3).

Infection a Helicobacter pylori
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Figure 8. Pathologies gastro-duodénales induites par I'infection a Helicobacter pylori. D’aprés Konturek et al. (154)

4) Méthodes diagnostiques

Il existe différentes méthodes pour établir le diagnostic d’infection a H. pylori.

La méthode la plus utilisée en France est ’histologie réalisées a partir de 2 biopsies antrales et
2 biopsies fundiques (systeme de Sydney) effectuées au cours d’une endoscopie oeso-gastro-
duodénale (67). H. pylori peut étre visualisé aprés coloration a I’lhématoxyline éosine safran
(HES) ou de Giemsa. Les biopsies peuvent également étre mises en culture, apres dilacération
par broyeur manuel, sur des milieux enrichis en sang et rendus sélectifs par I'ajout
d’antibiotiques inhibant la croissance des bacilles Gram négatif (acide nalidixique,
polymyxine), des cocci Gram positif (vancomycine) et les levures (amphotéricine B) pour
éliminer la flore de la cavité buccale ou d’un reflux duodénal (206). Les géloses ensemencées
sont alors placées en atmosphére microaérobie. La présence d’uréase, oxydase et catalase et

une coloration de Gram permet de détecter la présence de H. pylori. La culture permet
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également de tester la sensibilité de la souche a différents antibiotiques. La nécessité de
conditions de transport rigoureuses (envoi réfrigéré dans les 24 heures) limite I'utilisation de
cette méthode qui pourtant devient indispensable en cas d’échec thérapeutique.

La méthode de détection par PCR permet également d’identifier la présence éventuelle de
génes de résistance a la clarithromycine ou aux fluoroquinolones ou de genes de facteurs de
virulence comme cagA ou vacA (45).

Deux autres méthodes non invasives permettent également de diagnostiquer une infection a
H. pylori. Tout d’abord, le test respiratoire a I'urée marquée au carbone 13 utilise I'uréase
abondante produite par H. pylori. A jeun, le patient boit une solution d’urée marquée au 3C,
celle-ci est hydrolysée en *3CO, et NHs si le patient est infecté par H. pylori, le *CO, est
éliminé dans le sang puis dans I'air expiré. L’utilisation d’un spectrométre de masse permet de
déterminer le rapport *C/*C et donne une évaluation semi quantitative de la charge
bactérienne. Cet examen a une bonne sensibilité, et est utilisé pour confirmer I'efficacité du
traitement curatif de l'infection a H. pylori. La sérologie permet également de faire le
diagnostic de maniére non invasive. La détection d’immunoglobulines (lIg) G se fait par
méthode ELISA (« enzyme-linked immunosorbent assay »). Une récente étude a permis de
mettre en avant les trousses commercialisées en France dont la fiabilité (capacité du test a
classer correctement le patient en infecté ou non) était proche de 95% par rapport a la culture
et I'histologie (43). Certains anticorps comme celui dirigé contre une protéine de virulence
CagA peuvent persister pendant plusieurs années dans le sérum (180, 318) ce qui en fait un
bon outil pour faire également un diagnostic a posteriori. Alors que le test respiratoire a I'urée
marquée peut étre faussement négatif dans le cas de prise d’antibiotiques et d’inhibiteurs de
la pompe a protons (IPP), ou faussement positif dans le cadre d’hémorragie digestive, la
réalisation d’une sérologie peut étre une bonne alternative.

Chez le sujet agé, la prise d’inhibiteur d’IPP, |'utilisation répétée d’antibiotiques et la
fréquence de I'atrophie gastrique rendent le diagnostic d’infection a H. pylori difficile.
Salles et al. (262) ont montré que le test respiratoire a 'urée marquée était trés utile dans
cette population.

Il est également possible de rechercher la présence d’antigene de H. pylori dans les selles par
technique ELISA.

Au total, les méthodes standard invasives en particulier bactériologiques permettent de

déterminer le profil de résistance de H. pylori mais peuvent étre faussement négatives
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(hétérogénéité de distribution de H. pylori dans la muqueuse gastrique, atrophie et prise
d’IPP), alors que les méthodes non invasives permettent de réaliser des contrbles post
traitement (test respiratoire) et ne sont pas influencées par la prise d’'IPP ou l'atrophie

gastrique (sérologie).

5) Traitement de I'infection a Helicobacter pylori
Une conférence de consensus datant de 1999 préconisait comme traitement de premiere
intention de linfection a H. pylori I'utilisation d’une association d’un IPP, et de deux
antibiotiques : clarithromycine et amoxicilline (ou de métronidazole chez les patients
allergiques aux B-lactamines) pendant 7 jours (1, 189). Une étude européenne a montré en
2013 l'augmentation importante de la résistance a la clarithromcyine (>20%) et au
metronidazole (60%), en particulier en France et dans le sud de I'Europe en faveur d’une
modification des recommandations de traitement d’éradication de H. pylori (207, 339). Deux
stratégies sont actuellement recommandées, la premiéere est une thérapie séquentielle qui
consiste a donner pendant 5 jours de I'amoxicilline et un IPP, puis de poursuivre I'IPP associé
pendant 5 jours a la prise de clarithromycine et de metronidazole (303). La deuxiéme stratégie
est la prise concomitante d’'une quadrithérapie a base de bismuth, tétracycline, métronidazole

et IPP (188).

E. Helicobacter pylori et les pathologies extra gastriques

Du fait de la durée de l'infection par H. pylori et du modeéle d’inflammation chronique qu’elle
représente, son role dans le développement et la progression de pathologies extra-digestives
a été rapporté dans de nombreuses études (94). Les hypothéses de mécanismes sous jacents
incluent 1) I'induction d’une inflammation chronique et sa persistante locale et systémique, 2)
I'induction d’un mimétisme moléculaire, c'est-a-dire la production d’anticorps dirigés contre
des protéines de H. pylori capables de reconnaitre des antigenes de I’hote (auto-immunité) et
enfin 3) la modification de I'absorption de certains nutriments comme la vitamine B12.

Chaque année, « the European Helicobacter Study Group » publie une revue des articles
consacrés a lI'association de l'infection a H. pylori et des pathologies extra-digestives. En 2013,

j’ai pu participer au travail de rédaction de cet article (257) (Annexe 1). Les principales
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pathologies extra-digestives concernées sont les pathologies cardiovasculaires,

hématologiques et neurodégénaratives.

1) Les pathologies cardiovasculaires

La cardiopathie ischémique est la premiere pathologie extra-digestive dont I’association avec
H. pylori a été étudiée. En 1994, Mendal et al. évoquent pour la premiére fois une association
entre ces deux pathologies dans une étude cas-témoins. Parmi les 111 patients suivis pour
une cardiopathie ischémique, 59% avaient une sérologie H. pylori positive, alors que
seulement 39% des 74 témoins étaient infectés. L’association était significative (odds ratio
(OR) 2,15, p = 0,03) apres un ajustement pour I'age, les facteurs de risque cardiovasculaire et
le niveau social (209). A partir de cette premiere publication, de nombreux travaux, en
particulier d’autres études cas-témoins concernant des milliers de patients, ont retrouvé des
résultats contradictoires, certains en faveur d’une association (60, 143, 160, 235, 242) et
d’autres ne retrouvant pas d’association (88, 119, 248, 249, 250, 284, 316, 320). L’association
pourrait étre d’autant plus importante que la souche bactérienne est virulente comme
évoquée pour la premiere fois par Pasceri et al. (230). Ces mémes auteurs ont réalisé une
méta-analyse 8 ans plus tard sur 10 études rétrospectives cas-témoins (1527 cas et 1661
témoins) et 3 études prospectives de cohorte (701 cas et 1439 témoins) et ont retrouvé une
association entre les souches CagA positives et les cardiopathies ischémiques que ce soit dans
les études cas témoins (OR 1,87, 95% Cl 1,46-2,40) ou dans les études de cohorte (OR 1,26,
95% Cl 1,05-1,51). Les auteurs n‘ont en revanche pas retrouvé d’association lorsque les
patients étaient infectés par des souches CagA négatives (231). Une autre méta-analyse
confirme cette association sur plus de 4000 patients (93). Les mécanismes qui peuvent
expliquer une telle association ont été étudiés (80, 194). Certains auteurs ont retrouvé la
présence d’ADN de H. pylori dans la plaque athéromateuse et ont évoqué la possibilité d’un
effet direct de la bactérie sur la progression et l'instabilité de la plague athéromateuse (12,
84, 147, 159). Toutefois ces résultats n’ont pas été confirmés par d’autres études (36, 144,
192). H. pylori pourrait également directement altérer la paroi endothéliale et entrainer une
dysfonction endothéliale (migration, prolifération, fonction de barriere) (142, 145, 225, 234,
294)
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L'infection a H. pylori pourrait aussi induire une augmentation des facteurs de risque
cardiovasculaires comme I’hyperlipidémie (146, 220, 266) ou I’hypertension artérielle (211,
302). U'inflammation induite par H. pylori pourrait majorer I’"hypercoagubilité des patients en
augmentant le taux de fibrinogéne et d’autres marqueurs de I'inflammation (258, 146, 232,
299) mais ces résultats sont sujets a controverse (60, 177, 182, 278). Stone et al. ont étudié
I’évolution de 325 patients au décours d’un syndrome coronarien aigu répartis en 3 groupes
(placebo, traitement de lI'infection a H. pylori ou traitement de I'infection a C. pneumoniae) et
suivis pendant 1 an. Le syndrome inflammatoire (CRP et fibrinogene plasmatiques) était
diminué dans les groupes traités (p=0,06). A 3 mois l'incidence de mort subite ou de récidive
ischémique était diminuée dans les groupes traités par rapport au groupe placebo
indépendamment du statut infectieux. Ces résultats soulévent I’hypothése que les
antibiotiques pourraient avoir un role anti inflammatoire, ou bien que les modifications de la
flore bactérienne intestinale gu’ils induisent pourraient jouer un role sur les pathologies
cardiovasculaires (283).

L’hyperhomocystéinémie est un facteur de risque cardiovasculaire et I'atrophie gastrique
induite par H. pylori pourrait la majorer (148, 196, 236). En effet I'atrophie gastrique entraine
une malabsorption de la vitamine B12 et la carence en vitamine B12 est associée a
I’hyperhomocystéinémie (la vitamine B12 est un cofacteur indispensable de la méthionine
synthase dans le cycle de reméthylation qui permet de produire de la méthionine a partir de
I’'homocystéine). Mais d’autres études ne retrouvent pas de lien entre H. pylori et le taux

d’homocystéine plasmatique (267, 321).

L’association entre I'infection a H. pylori et les AVC ischémiques a également été étudiée (48,
49, 56, 63, 127, 319). Alors que Chen etal. (49) retrouvent un caractere protecteur de
I'infection vis-a-vis de la survenue d’AVC ischémique, la méta-analyse de Pasceri et al. décrite
plus haut, concernant 4 études cas-témoins rétrospectives (153 cas et 590 témoins) retrouvait
une association significative entre le statut CagA et les AVC ischémiques (OR 2,43, 95% ClI
1,89-3,13) (231), une autre méta-analyse confirme ces résultats (56). Cette association

concernerait particulierement les AVC touchant les petits vaisseaux (127).
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2) Les pathologies hématologiques
a. Anémie par carence martiale idiopathique.
Marignani et al. sont les premiers a avoir décrit que la correction d’une anémie par carence
martiale sans étiologie retrouvée malgré des explorations en particulier digestives, s’était
révélée possible par un traitement d’éradication de H. pylori (195). Depuis, de nombreuses
études ont exploré cette association (16, 59, 233). Une méta-analyse incluant 16 études
contrélées randomisées représentant 956 patients infectés par H. pylori, montre que les taux
d’hémoglobine et de fer étaient significativement plus élevés dans le groupe des patients
traités par antibiotiques et fer, que dans le groupe de patients uniquement traités par du fer
(330). Une autre méta-analyse confirme ces résultats (133). Les mécanismes qui peuvent
expliquer cette carence en fer sont les suivants : H. pylori absorbe le fer pour sa croissance
(166), réduit I'acide ascorbique dans I'estomac nécessaire pour I'absorption du fer (15) et

induit une perte en fer par des microérosions gastriques (92).

b. Purpura thrombopénigue immunologique

Le purpura thrombopénique immunologique (PTI) est caractérisé par une diminution isolée
des plaquettes (plaquettes < 150x10°/L) du fait de leur destruction par la production d’auto-
anticorps antiplaquettes (2). Parmi les étiologies a rechercher, on retrouve les causes virales
(hépatites B et C, VIH), médicamenteuses et certaines maladies auto-immunes comme le
lupus.

La prévalence de l'infection chez les patients qui ont un PTI n’est pas différente de celle de la
population générale. En 1998, Gasbarrini et al. ont montré que I’éradication efficace de
I'infection chez 11 patients infectés thrombopéniques avait permis l'augmentation des
plaguettes (99). A partir de cette publication, de nombreuses autres études ont retrouvé des
résultats comparables (78, 79, 115, 296, 300, 308, 309, 311, 312). Cependant certaines études
n’ont pas confirmé ces résultats (140, 210)

Une méta-analyse a montré que sur 788 patients (16 études observationnelles et 1 étude
randomisée), une augmentation significative des plaquettes était notée chez les patients
infectés dont le traitement d’éradication avait été efficace par rapport aux patients non
traités ou a ceux pour qui le traitement anti-infectieux n’avait pas été efficace ou aux patients
non infectés (95). D’autres essais randomisés seraient encore nécessaires mais vu le prix et la

bonne tolérance du traitement de l'infection a H. pylori, il est maintenant recommandé de
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rechercher et de traiter une infection a H. pylori en cas de PTI (108). Le mécanisme sous jacent
serait expligué par un mimétisme moléculaire (288), en particulier, les anticorps anti-CagA
interagiraient avec des antigenes présents sur les plaquettes (91). Le terrain génétique du

patient pourrait également moduler |'effet de H. pylori (308, 310).

Le role de l'infection a H. pylori dans d’autres pathologies hématologiques (pics monoclonaux
de signification indéterminée (191, 280)), ORL (cancer (109)), respiratoire (effet protecteur sur
I'asthme (335)), ophtalmologique (glaucome (332)), endocrinologique (thyroidite (276))
colique (cancer (190)), hépato-biliaire (334, 336), etc, reste controversé (94).

En ce qui concerne les pathologies neurologiques, une association avec l'infection a H. pylori a
été recherchée pour I'épilepsie (19), la sclérose en plaque (158, 179, 328) et la maladie de

Parkinson (68, 219).

Comme nous l'avons vu la maladie d’Alzheimer semble d’origine multifactorielle.
L'inflammation et les facteurs de risque vasculaires influencent l'incidence et la progression
de cette maladie neurodégénérative. C'est a partir de ces données la que I'association entre

I'infection a H. pylori et la maladie d’Alzheimer a été évoquée.

F. Helicobacter pylori et la maladie d’Alzheimer

1) Etudes cas —témoins
Deux études cas-témoins montrent une prévalence augmentée de l'infection chez les patients
atteints de maladie d’Alzheimer. Malaguarnera et al. ont comparé les taux d’anticorps
anti-H. pylori, de CRP, de vitamine B12 et d’homocystéine sériques chez 30 patients atteints
de maladie d’Alzheimer, 30 patients atteints de démence vasculaire et 30 patients témoins.
Les trois populations étaient comparables pour I'dge, le niveau d’éducation, les statuts
nutritionnels et socio-économiques. Le taux d’anticorps anti-H. pylori était plus important
chez les patients atteints de démence vasculaire par rapport aux 2 autres groupes et les
patients atteints de maladie d’Alzheimer avaient un taux d’anticorps plus importants que les
patients témoins. Les taux de CRP et d’homocystéine sériques étaient plus élevés chez les
patients atteints de maladie d’Alzheimer et de démence vasculaire par rapport aux témoins

(186).
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Kountouras etal. ont confirmé I'association entre linfection a H. pylori et la maladie
d’Alzheimer dans une autre étude cas-témoins. A la différence de la précédente étude les
auteurs ont utilisé différentes méthodes diagnostiques de l'infection a H. pylori : sérologie,
test respiratoire a I'urée marquée et histologie a partir de biopsies gastriques réalisées au
cours d’'une endoscopie. lls ont comparé 50 patients atteints de maladie d’Alzheimer et 30
patients témoins qui présentaient une anémie mais dont I'endoscopie était normale. Les
auteurs n’ont pas précisé pour quelle raison les patients atteints de maladie d’Alzheimer
avaient bénéficié d’'une endoscopie. lls ont également comparé le taux d’homocystéine
sérique entre ces deux groupes. Les patients atteints de maladie d’Alzheimer étaient
significativement plus agés, en revanche le niveau socio-économique des deux groupes était
comparable. L'examen histologique retrouvait une prévalence de [linfection, un taux
d’anticorps anti-H. pylori et d’homocystéine significativement plus importants chez les
patients atteints de maladie d’Alzheimer par rapport aux témoins. En revanche, si on tenait
compte des résultats qualitatifs du test respiratoire et de la sérologie, la prévalence de
I'infection était comparable dans les 2 groupes (157).

Dans une étude cas-témoins japonaise de prévalence (385 patients atteints de maladie
d’Alzheimer et 97 témoins), les résultats montrent que les patients déments étaient plus agés
et plus souvent des hommes. La prévalence de l'infection reposait sur la sérologie et n’était
pas significativement différente entre les 2 groupes. (62% versus 60%, p = 0,67) (277).

Ces premiéres études cas-témoins ont permis de mettre en valeur une possible association
entre l'infection a H. pylori et la maladie d’Alzheimer, méme si elles portent sur peu de

patients.

2) Etudes de cohorte
En 2013, Beydoun et al. ont utilisé les données d’une cohorte nationale américaine suivie
entre 1988 et 1991 (n=4213), en particulier des tests neuropsychologiques et le statut
sérologique vis a vis de H. pylori. Il y avait 2 groupes d’age différents : les sujets jeunes (20-59
ans, n=2090) et les sujets agés (60-90 ans, n = 2123). lls ont montré que les sujets agés
infectés avaient de moins bonnes performances cognitives par rapport aux autres groupes

(34).
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La méme année, Katan et al. ont étudié I'association de plusieurs sérologies (C. pneumoniae,
H. pylori, cytomegalovirus, et HSV 1 et 2) sur un échantillon de 1625 patients de la « Northern
Manhattan Study » (NOMAS, n=3298) inclus entre 1993 et 2001. La positivité de ces
sérologies (présentée sous la forme d’un index) était associée a une moins bonne
performance cognitive méme aprés ajustement (age, sexe, ethnie, niveau d’éducation,
facteurs de risque cardiovasculaires et dépression). En revanche, il n’a pas été retrouvé
d’association entre le statut infectieux et le déclin cognitif dans le temps (149). Sur cette
méme population Elkind et al. avaient montré que ces infections étaient associées a la
survenue d’AVC et d’athérosclérose carotidienne (75, 76).

En 2014, Huang et al. se sont intéressés a |'association de l'infection a H. pylori avec les
démences en utilisant les données d’une cohorte nationale chinoise. Ils ont distingué 2
groupes de patients de 40 ans suivis entre 1998 et 2010 en fonction de leur statut infectieux
(ratio 1 sur 4). Les deux groupes étaient comparables pour I’adge (63 ans environ), le sexe (60%
d’hommes), en revanche les patients infectés présentaient plus fréquemment une HTA, un
diabéte, des antécédents de traumatisme cranien et un syndrome dépressif (p<0,0001). En
comparaison au groupe non infecté (n=67172), les patients infectés par H. pylori (n=16793)
avaient un risque de développer une démence non-Alzheimer multiplié par 1,6 apres
ajustement aux comorbidités sus citées alors que les auteurs n’ont pas retrouvé d’association
entre l'infection et la maladie d’Alzheimer. Etonnamment, le risque de démence augmentait
avec le nombre d’épisodes infectieux (132).

Ces études de cohortes concernent un grand nombre de patients mais les niveaux d’éducation
et socio-économiques n‘ont pas toujours été pris en compte ce qui peut représenter des

facteurs confondants entre les 2 pathologies.

3) Etudes d’intervention
Apres avoir retrouvé une prévalence augmentée de l'infection chez les patients atteints de
maladie d’Alzheimer par rapport a des patients témoins, Kountouras et al. ont étudié le déclin
cognitif de maniere prospective chez des patients atteints de maladie d’Alzheimer infectés par
H. pylori ; 3 groupes ont été constitués, le premier groupe comprenait les patients ayant recu
un traitement d’éradication (n=28) (omeprazole, clarithromycine et amoxicilline), avec succés,

le deuxieme, les patients qui avaient refusé le traitement ou pour qui le traitement n’avait pas
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été efficace (n=28) et enfin un troisieme groupe de patients atteints sans infection a H. pylori
(n=5). Tous les patients avaient le méme traitement anticholinestérasique. Trois tests cognitifs
ont été utilisés: le MMSE (« Mini Mental State Examination »), le CAMCOG (« Cambridge
Cognitive Examination for the Elderly ») et le FRSSD (« Functional Rating Scale for Symptoms of
Dementia »). Aprés 2 ans de suivi, les tests cognitifs se sont améliorés dans le groupe traité
avec succes, a la différence des 2 autres groupes (156).

Un an plus tard les mémes auteurs ont étudié I'impact du traitement d’éradication de
I'infection a H. pylori sur la mortalité dans les trois groupes de patients décrits
précédemment. Aprés un suivi de 5 ans, le traitement d’éradication était associé a une
meilleure survie aprés ajustement sur I'age, le sexe et le MMSE. [Hazard Ratio (intervalle de
confiance 95%) = 0,287 (0,114-0,725), p = 0,008] (155). Bien que ces 2 études ne comprennent
gue peu de patients et que les groupes étudiés soient hétérogenes, ces résultats préliminaires
sont originaux et mériteraient d’étre complétés par une étude randomisée contre placebo.

A noter que deux études réalisées sur 600 patients et 10000 patients n’ont pas retrouvé
d’impact de l'infection a H. pylori sur la mortalité, toutes causes confondues (49, 261 ).

Par ailleurs, Chang et al. ont utilisé les données de I'assurance maladie de Taiwan et ont
inclus, entre 2001 et 2008, 1538 patients atteints de maladie d’Alzheimer avec un ulcére
gastrique. Ils ont étudié I'association entre |’éradication de l'infection a H. pylori et la
progression de la maladie. lls ont considéré gu’il y avait une progression de la maladie quand
le traitement anticholinestérasique était modifié (arrét du donepezil ou rivastgmine ou
galantamine pour la mémantine). Parmi les 1538 patients, 675 ont été traités et 863 n’ont pas
recu le traitement d’éradication de H. pylori. La prévalence du diabéte, de I'HTA, des AVC, et
des cardiopathies était moins élevée chez les patients qui avaient été traités. Le traitement
d’éradication de H. pylori était associé a un risque diminué de progression (OR 0,35 [0,23-
0,52]) par rapport au groupe non traité. Cette étude concerne un grand nombre de patients,
on peut toutefois regretter que la définition de la progression de la maladie d’Alzheimer ne
repose que sur une modification thérapeutique et non sur I'évolution de tests cognitifs. De
méme, la présence d’un ulcere gastrique ne signe pas la présence d’une infection a H. pylori et
on peut se demander si I'absence de traitement d’éradication n’était pas du a I'absence

d’infection (46).
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Ces études montrent un certain nombre de résultats en faveur d’une association entre
I'infection a H. pylori et la maladie d’Alzheimer qui reposent principalement sur des
mécanismes vasculaires avec I’hyperhomocystéinémie induite par |'atrophie gastrique (273) et
I'inflammation chronique qui sont des facteurs de risque de développer une maladie
d’Alzheimer (tableau 3).

La maladie d’Alzheimer est une maladie polyfactorielle et I'étude des facteurs pouvant
I'induire ou I'aggraver est nécessaire. C’est la raison pour laquelle, a partir de ces premiers
résultats nous avons voulu poursuivre les travaux basés sur I’hypothese d’un impact possible

de l'infection a H. pylori sur la maladie d’Alzheimer.
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Tableau 3. Principaux résultats des études

Helicobacter pylori et la maladie d'Alzheimer.

concernant l'association entre l'infection

Q-

IT’ype Nombre Princiapux résultats
d'étude patients
MA DVAsc  Témoins
Malaguernera et al. (186) Cas-témoins n=90 1gG anti-H. pylori (Ul/mL) i
. 25 21 14
(Italie)
CRP (mg/L) 9 10 1 &
Hcy 26 24 11 &
Kountouras et al. (157) Cas-témoins
(Gréce) n=60 IgG anti-H. pylori 34 17 NR  *
) ) 30 14
Test respiratoire (60%) NR (47%) NS
. . -, 44 14
Histologie positive (88%) NR (47%) *
Hcy (umol/L) 18 NR 14 *
Shiota et al. (277) Cas-témoins
(Japon) n=482 Sérologie postive 62% 60% NS
Beydoun et al. (34) Cohorte
(Etats Unis)  n=4213 L'infection était associée a de moins bonnes performances cognitives *
Katan et al. (149) Cohorte
(Etats Unis) n=1625 Un ensemble d'infection dont H. pylori est associé a de moins bonnes *g
- performances cogntives a l'inclusion sans effet sur le déclin cognitif
Huang et al. (132) Cohorte
(Chine)
n=83965 L'infection est un facteur de risque de développer une démence non MA *&
Kountouras et al. (156) Observation
intervention p-g1 Le traitement de l'infection est associé a une amélioration cognitive i
(Grece)
Chang et al. (46) Observation
intervention ,-153g Le trai.tement de l'infection est associé a une moindre progression de la %
(Taiwan) maladie

DVasc, démence vasculaire; Hcy, homocystéine; 1gG, immunoglobuline G, MA, maladie

d’Alzheimer ; NR, non renseigné ; * significatif ; & un ajustement a été réalisé.



Il. L’INFECTION A HELICOBACTER PYLORI EST-ELLE ASSOCIEE A UNE

AUGMENTATION DE L’ INCIDENCE DES DEMENCES ?

Article 1. Roubaud Baudron C, Letenneur L, Langlais A, Buissonniere A, Mégraud F, Dartigues
JF, Salles N; Personnes Agées QUID Study. Does Helicobacter pylori infection increase
incidence of dementia? The Personnes Agées QUID Study. J Am Geriatr Soc. 2013
Jan;61(1):74-8.

Cet article a bénéficié d’un editorial par le Professeur Joe Verghese, neurologue a Albert
Einstein College of Medicine a New York (Verghese J Slaying dementia dragons with blood,

lungs, and guts. J Am Geriatr Soc. 2013 Jan;61(1):155-7)

Dans ce premier travail, nous avons travaillé en collaboration avec Jean-Francois Dartigues et
Luc Letenneur (INSERM U897, Institut de Santé Publique, d'Epidémiologie et de
Développement (ISPED), Université de Bordeaux) sur les données de la cohorte PAQUID
(Personnes Agées, quid). L'étude PAQUID est une étude épidémiologique francaise du
vieillissement cérébral. Un des objectifs de cette étude était d’estimer la prévalence et
I'incidence des démences et en particulier la maladie d’Alzheimer et d’identifier des facteurs
de risque du déclin cognitif. Un échantillon de 3777 sujets dgés de 65 ans et plus, vivant a leur
domicile, a été tiré au hasard sur les listes électorales de Gironde et Dordogne et a accepté
d’étre suivi. Le recueil des données a débuté en 1988 en Gironde et en 1989 en Dordogne.
Tous les sujets ont été visités a domicile par des psychologues spécifiquement formés. Les
principaux éléments recueillis concernaient les données sociodémographiques, les conditions
de vie et les médicaments. L'autonomie était évaluée et une batterie de tests
neuropsychologiques était réalisée, incluant le Mini-Mental Status (MMS) de Folstein (89)
(Annexe 2) pour évaluer le fonctionnement cognitif global. Les sujets chez lesquels la
psychologue suspectait un diagnostic de démence étaient revus par un neurologue qui faisait
un examen clinique et des examens complémentaires pour confirmer le diagnostic. Tous les
sujets ont ensuite été suivis de la méme facon environ tous les deux ans depuis la visite

initiale. Nous avons pu bénéficier pour notre étude des données recueillies a 20 ans.
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Parmi les 3777 sujets agés inclus, un sous groupe de patients a accepté d’avoir un
prélevement sanguin ce qui nous a permis rétrospectivement de réaliser une sérologie
H. pylori. A l'inclusion, nous avons retrouvé que la prévalence des démences était plus
importante chez les patients infectés par H. pylori. De plus les patients infectés avaient de
moins bonnes performances cognitives. Aprés 20 ans de suivi, l'infection a H. pylori était
associée a une augmentation de l'incidence de démence aprés ajustement aux facteurs de

risque connus de maladie d’Alzheimer.
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OBJECTIVES: To determine whether Helicobacter pylori
infection was associated with dementia and risk of devel-
oping dementia in a longitudinal population-based cohort
of elderly adults living in the community.

DESIGN: Prospective community-based cohort study.
SETTING: The population-based Personnes Agées QUID
(PAQUID) Study.

PARTICIPANTS: Six hundred three noninstitutionalized

individuals aged 65 and older living in the southwest of
France followed from 1989 to 2008.

MEASUREMENTS: A descriptive and comparative analy-
sis including dementia prevalence, according to H. pylori
status (serology), was made at baseline. Cox proportional
hazard models were used to study the risk of developing
dementia according to H. pylori status assessed on sera
samples from elderly adults initially free of dementia and
followed for 20 years. A neurologist diagnosed dementia
according to Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders Third Edition criteria.

RESULTS: At baseline, 391 (64.8%) subjects (348
women, mean age 73.9 +6.5) were seropositive for
H. pylori. Dementia prevalence was higher in the infected
group (5.4% vs 1.4%, P = .02). After 20 years of follow-
up, 148 incident cases of dementia were diagnosed. After
controlling for age, sex, educational level, apolipoprotein
E4 status, cardiovascular risk factors, and Mini-Mental
State Examination score, H. pylori infection was deter-
mined to be a risk factor for developing dementia (hazard
ratio = 1.46, P = .04).
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CONCLUSION: This longitudinal population-based study
provides additional epidemiological support to the hypoth-
esis of an association between dementia and H. pylori
infection, which may enhance neurodegeneration. J Am
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ementia is a public health problem because of its

frequency and medicosocial care cost. Alzheimer’s
disease (AD) is the leading type of dementia. There is no
curative treatment for AD, and the identified risk factors
are generally irreversible (e.g., advanced age, female sex,
and presence of the apolipoprotein E allele ¢4 (APOE-
e4))." A link between persisting chronic infections (e.g.,
herpes simplex virus (HSV),? Chlamydia pneumoniae’)
and AD has been explored. These infectious agents may
elicit neuroinflammation and worsen AD lesions. Helicob-
acter pylori, a spiral-shaped gram-negative bacterium, may
participate in AD pathophysiology by causing lifelong gas-
tric inflammation. H. pylori infection affects approxi-
mately 25% of the French population, with a higher
prevalence in elderly people, according to a cohort phe-
nomenon.* Acquired in childhood, this infection can
induce a cascade of events leading to gastroduodenal
diseases (ulcers, cancers)’ and extradigestive pathologies
such as idiopathic thrombocytopenic purpura® and may be
involved in cardiovascular disease.” Data regarding the
link between H. pylori chronic infection and AD are
contradictory. Two case—control studies have reported a
higher prevalence of H. pylori infection in individuals with
dementia. One study® found higher levels of H. pylori
immunoglobulin G (IgG) in individuals with vascular
dementia and AD than in controls. Another study’
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confirmed these results, showing a higher prevalence
of H. pylori infection in gastric biopsy specimens in
individuals with AD than in controls. A recent interven-
tional study also concluded that successful H. pylori
eradication may slow cognitive decline in AD'Y and
decrease mortality risk,'! but another study'? of 582
Japanese subjects did not confirm a greater prevalence of
H. pylori infection in individuals with AD than in
controls. These negative results are debatable because age
and sex, known to be AD risk factors, were not compara-
ble between cases and controls.'?

The association between AD and H. pylori infection
has never been studied prospectively. The main objective
of this study was to determine whether chronic H. pylori
infection could be a risk factor for developing dementia by
studying a prospective cohort of elderly adults followed
over a 20-year period.

SUBJECTS/MATERIALS AND METHODS

Population

The study population and methodology of the Personnes
Agées QUID (PAQUID) cohort have been extensively
described.'* Briefly, PAQUID is an ongoing prospective
cohort study of normal and pathological cerebral aging
composed of a randomly selected sample of 3,777 nonin-
stitutionalized individuals aged 65 and older living in the
southwest of France. The study began in 1988, and its
main objective was to assess the incidence and predictors
of dementia, including AD. Participants were followed
for 20 years, and diagnoses of dementia were made
using a two-stage design. The first stage was a system-
atic cognitive screening conducted by trained psycholo-
gists, with a follow-up every 2 to 3 years after the
baseline visit. Cognitive performances were evaluated
using a comprehensive battery of neuropsychological tests
including the Mini-Mental State Examination (MMSE)"®
and Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disor-
ders, Third Edition, Revised, criteria.'® The second stage,
performed by a neurologist, consisted of a confirmation
of cognitive dysfunction. The AD diagnosis was made
according to the National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke/Alzheimer’s Disease
and Related Disorders Association criteria.!” During the
first-year visit (1989), a subsample of 603 volunteers
agreed to give a blood sample. Serum samples were fro-
zen and stored in liquid nitrogen for subsequent analysis.
Data were collected on sociodemographic characteristics
(age, sex), education level (at least the first French
diploma after primary school vs less educated'®), clinical
characteristics  (height, weight, cognition using the
MMSE, presence or absence of vascular comorbidities:
hypertension, coronary disease, and stroke), and inci-
dence rate of dementia over 20 years. Overweight was
defined as a body mass index (weight in kilograms
divided by the square of height in centimeters) greater
than 25.0. For the cumulative incidence rate of demen-
tia, 24 subjects with dementia at inclusion and 11 who
declined to participate in follow-up after the blood
sampling were excluded, leaving 568 subjects followed
up for 20 years.

Ethics

Subjects who agreed to participate in the study provided
written informed consent. The ethics committee of the
University Hospital of Bordeaux approved the study.

H. pylori Infection Diagnosis

A serological assay for H. pylori IgG antibodies was per-
formed using an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (Pyloriset EIA-G kit, Orion Diagnostica, Espoo,
Finland).' A positive result was defined as a titer of anti-
bodies of 20 IU/mL or greater, according to the manufac-
turer’s recommendations. The HELICO BLOT 2.1
(Genelabs Diagnostics, Singapore Science Park) was used
for the detection of antibodies to specific proteins of
H. pylori, including pathogenic factors (e.g., CagA), as
previously described.”® Positive H. pylori infection was
based on serology or immunoblot positivity. Serology was
performed on serum samples stored in 1989.

Apolipoprotein E Phenotyping

Serum samples were obtained during the first year of fol-
low-up (1989-1990) and frozen at —196°C until determi-
nation of phenotype. The apolipoprotein E phenotype was
determined using isoelectric focusing of delipidated plasma
samples followed by immunoblotting. The validity of the
use of stored serum for this purpose has been previously
described.?!

Statistical Methods

A descriptive and comparative analysis was conducted
using the chi-square or Fisher exact test for qualitative
variables and the Student # test or Wilcoxon rank sum test
for quantitative variables. Results with P < .05 were
considered to be significant. First, the cross-sectional
association between H. pylori status and explanatory
variables was analyzed using a logistic regression model on
603 subjects. Second, after excluding prevalent cases of
dementia and subjects who were not followed, resulting in
a sample of 568 subjects, a Cox proportional hazards
model controlled for age, sex, educational level, apolipo-
protein E4 status, baseline MMSE score, obesity, and
vascular comorbidities was used to study the risk of
developing dementia and its subtypes during the 20 years
of follow-up. All statistical analyses were performed using
SAS, version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).

RESULTS

Six hundred three subjects were included in this study at
baseline. The mean age was 73.9 + 6.5; there were 255
men and 348 women. Three hundred ninety-one (64.8%)
subjects were positive for H. pylori. Lower education level,
older age, overweight, and hypertension were significantly
associated with H. pylori infection in the univariate analy-
sis (Table 1).

Mean baseline MMSE scores were lower in H. pylori—
positive subjects (Table 1). Most of the H. pylori-negative
subjects performed well on the MMSE, with 89.6% scoring
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Table 1. Sample Characteristics at Baseline According to Helicobacter pylori Status in Univariate and Multivariate

Analysis: Personnes Agées QUID Study (N = 603)

Univariate Analysis

Multivariate Analysis

H. pylori Negative,

H. pylori Positive,

Odds Ratio (95%

Characteristic n=212 n = 391 P-Value Confidence Interval) P-Value

Age, mean = SD 731 £ 64 743 £ 6.5 0.02 0.99 (0.97-1.03) 0.95
Female, n (%) 124 (58.5) 224 (57.3) 0.79 0.85 (0.58-1.26) 0.42
Low educational level, n (%) 38 (17.9) 132 (33.8) <0.001 1.94 (1.16-3.23) 0.01
Hypertension, n (%) 163 (76.9) 332 (84.9) 0.02 1.51 (0.93-2.46) 0.09
Stroke, n (%) 11 (5.2) 13 (3.3) 0.28

Ischemic heart disease, n (%) 38 (17.9) 88 (22.5) 0.17

Diabetes mellitus, n (%) 18 (8.5) 35 (9.0) 0.88

Apolipoprotein E €4 allele, n (%) 50 (23.6) 84 (21.5) 0.61

Overweight, n (%) 76 (36.4) 185 (47.9) 0.007 1.42 (0.70-2.90) 0.33
Mini-Mental State Examination 269 + 2.6 256 +4.2 <0.001 0.93 (0.85-1.01) 0.09
score, mean + SD?

Dementia at baseline, n (%) 3(1.4) 21 (5.4) 0.02 1.65 (1.05-2.60) 0.03

SD = standard deviation.

“Not included in the multivariate analysis because of colinearity with dementia.

24 or more, whereas 50.6% of the H. pylori-positive sub-
jects scored 24 or more (P =.001). The prevalence of
dementia was higher in H. pylori—positive subjects (5.4% vs
1.4%, P =.02). After controlling for several factors
(Table 1), H. pylori infection was more frequent in subjects
with a low educational level (odds ratio (OR)=1.94,
P =.01) and in those with dementia (OR=1.65, P = .003).
After 20 years of follow-up, 105 (28.9%) of the 364
H. pylori—positive subjects and 43 (21.1%) of the 204
H. pylori-negative subjects had developed dementia. A
first model was fitted with potential risk factors for
dementia, including age, sex, apolipoprotein E4 status,
cardiovascular risk factors, weight, and MMSE score
(Table 2). H. pylori positivity was then introduced to eval-
uate potential confounding of this variable and was still
found to be associated with greater risk (hazard ratio
(HR)=1.46, P =.04) of developing dementia (Table 2).

No confounding from H. pylori was observed with cardio-
vascular risk factors.

DISCUSSION

There is increasing interest in the effect of H. pylori infec-
tion on different extragastric diseases.”> A few case—con-
trol studies have reported a significant association between
chronic H. pylori infection and AD,**'? and results of the
present prospective study confirm and strengthen this link,
with a significantly greater risk of developing dementia in
H. pylori—positive subjects.

At baseline, infected subjects were more cognitively
impaired and had a higher prevalence of dementia. The
H. pylori—positive subjects were also older, were more likely
to be male, and had less schooling than H. pylori-negative
subjects. They also had a poorer health profile; hypertension

Table 2. Hazard Ratio of Developing Dementia: Cox Model, Personnes Agées QUID Study, 1989-2009 (N = 568)

Model Controlled for

Helicobacter pylori
Initial Model Seropositivity
Hazard 95% Confidence Hazard 95% Confidence
Factor Ratio Interval P-Value Ratio Interval P-Value
H. pylori seropositivity 1.46 1.01-2.11 0.044
Age 1.14 1.10-1.17 <0.001 1.13 1.10-1.17 <0.001
Female 1.61 1.10-2.35 0.001 1.63 1.20-2.39 0.001
Low educational level 1.10 0.74-1.63 0.65 1.02 0.69-1.52 0.92
Hypertension 0.80 0.53-1.21 0.29 0.79 0.52-1.19 0.26
Stroke 1.26 0.49-3.25 0.64 1.44 0.55-3.73 0.45
Ischemic heart disease 1.53 1.02-2.29 0.04 1.49 1.00-2.24 0.05
Diabetes mellitus 1.50 0.78-2.91 0.23 1.54 0.80-2.96 0.20
Apolipoprotein E 4 allele 2.13 1.44-3.14 <0.001 2.14 1.45-3.16 <0.001
Overweight 0.77 0.42-1.38 0.37 0.75 0.42-1.36 0.35
Baseline Mini-Mental 0.90 0.84-0.96 0.001 0.90 0.85-0.96 0.001

State Examination score
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was more frequent, and they were more frequently over-
weight. Investigation of the occurrence of dementia after
20 years of follow-up strengthens these results, finding a
45% greater risk of developing dementia in H. pylori—posi-
tive subjects.

These findings support the hypothesis of a potential
effect of H. pylori infection on dementia. It may be that
chronic H. pylori infection potentializes the accumulation
of cardiovascular risk factors during aging, leading to
greater risk of developing dementia or worsening cognitive
decline. Epidemiological studies have suggested that
H. pylori infection may be an independent risk factor for
ischemic cerebrovascular diseases?>>** by increasing athero-
sclerosis, especially for stroke caused by small-artery occlu-
sion.”> In contrast, a prospective cohort study of 9,953
older adults (aged 50-75) did not confirm an association
between H. pylori infection, chronic gastric atrophy, and
stroke.?® A recent study reported that individuals with AD
with H. pylori infection had more-severe dementia (lower
MMSE score and higher cerebrospinal fluid (CSF)
phosphorylated protein tau level) and a higher cerebrovas-
cular load (Fazekas score).?’

One mechanism by which H. pylori infection may
play a role in neuron damage leading to dementia is a
higher plasma homocysteine level, leading to endothelial
damage, cerebrovascular lesions, and ultimately neurode-
generation.”® Chronic atrophic gastritis due to H. pylori
infection could result in low vitamin B12 and folate levels,
causing secondary hyperhomocysteinemia. In addition, sys-
temic and chronic inflammation leading to atherosclerosis
could increase neuroinflammation. A previous study®’
found that acute and chronic systemic inflammation were
associated with neuron damage and cognitive decline in
humans, regardless of the etiology, like in animal mod-
els,’® hypothesizing that the degenerating central nervous
system produced an amplified cytokine response to sys-
temic inflammation. Moreover, it was recently reported
that H. pylori—positive individuals with AD had greater
systemic (plasma fibrinogen) and neuro-CSF (tumor necro-
sis factor-alpha and interleukin-8) inflammation.>”

Other authors have proposed other possible pathogenic
mechanisms, such as disruption of the blood-brain barrier
caused by the release of inflammatory mediators, promoting
the entry of immune cells, and H. pylori proteins in the cen-
tral nervous system, resulting in the development of AD
pathologies by inducing Ap peptide fibril formation.>'-**

One limit of the current study was the lack of power
of the analyses. Only 603 subjects in the cohort underwent
blood sampling and were included. Because of the small
number of non-AD dementia (especially vascular demen-
tia), a specific analysis on the subtypes of dementia was
not possible, although this sample offered the opportunity
to analyze the association between H. pylori infection and
dementia on an elderly population-based sample. More-
over the majority of dementia is known to be mixed in this
aged group. In addition, the selection of subjects for the
blood sample was from a volunteer base, making the com-
parison with the entire cohort uncertain. Another limit of
the study could be the method used to diagnose H. pylori
infection (serum antibody detection); the criterion standard
is gastric histology and culture, which were technically and
ethically impossible in this study. An ELISA test with high

sensitivity and specificity that has ranked among the best
in this respect in comparative studies was used.*> An
immunoblot was also performed. Nevertheless, performance
of H. pylori serology in elderly adults remains controver-
sial. Because H. pylori antibodies may remain for months
after H. pylori eradication, serology indicates a current or
past infection.>* Nevertheless, although infection diagnosed
using serology may not be detected using other methods,
the infection may nevertheless be real, especially in the case
of atrophy®® or antisecretory drug consumption.® Serology
seems to be an appropriate diagnostic test for elderly
adults because of the high prevalence of gastric atrophy
and proton pomp inhibitor consumption.>®

In conclusion, H. pylori infection is associated with
greater prevalence and incidence of dementia, strengthen-
ing the hypothesis. An indirect mechanism through an
increase in cardiovascular burden might explain such a
result. Further studies are needed to explore this associa-
tion more thoroughly.
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lIl. L INFECTION A HELICOBACTER PYLORI EST-ELLE ASSOCIEE A UNE

AUGMENTATION DE LA SEVERITE DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER ?

Article 2. Impact of chronic Helicobacter pylori infection on Alzheimer's disease: preliminary
results. Roubaud-Baudron C, Krolak-Salmon P, Quadrio I, Mégraud F, Salles N. Neurobiol

Aging. 2012 May;33(5):1009.e11-9.

A la suite de I’étude sur la cohorte PAQUID, nous avons émis |I'"hypothése que l'infection a
H. pylori pouvait majorer les lésions cérébrales de la maladie d’Alzheimer par des mécanismes
inflammatoires ou vasculaires. Pour tester cette hypothése, nous avons voulu comparer des
données cognitives, inflammatoires et vasculaires dans une population de patients atteints de
maladie d’Alzheimer en fonction de leur statut infectieux. Pour cela nous avons travaillé en
collaboration avec Pierre Krolak-Salmon, neurogériatre (Hospices civils de Lyon, INSERM
U1028) et NeuroBioTec.

Neurobiotec fait partie du Centre de Ressources Biologiques (CRB) des Hospices Civils de Lyon
(HCL); il s’agit d’une biothéque, créée en 1997, comportant de multiples collections
d’échantillons de matériels biologiques en association avec les données cliniques. Nous avons
travaillé sur la collection « démences » qui dispose de sérum et de liquide céphalorachidien
(LCR) de patients atteints de démences. Parmi les patients déments de cette collection, nous
avons sélectionné les patients atteints de maladie d’Alzheimer (n=53). Nous avons réalisé des
sérologies H. pylori sur leur sérum et comparé des marqueurs cognitifs, vasculaires et
inflammatoires. Le diagnostic de maladie d’Alzheimer reposait sur les bilans
neuropsychologiques, le dosage des biomarqueurs du LCR (peptide AR;4,, protéine Tau et
protéine Tau phosphorylée a la position 181) et I'imagerie cérébrale (IRM). Bien que I'examen
anatomopathologique reste la méthode de référence pour le diagnostic de maladie
d’Alzheimer, I'utilisation de différents nouveaux outils décrit par Dubois et al. permet d’affiner
I"'approche diagnostique (71).

Nous avons retrouvé en analyse multivariée que les patients infectés par H. pylori avaient un
score MMSE plus bas. Les taux dans le LCR de l'interleukine-(IL)8 et du TNF-a étaient plus

élevés en cas d’infection, en revanche, en analyse multivariée, on retrouvait une diminution

-51-



du taux plasmatique de IL-1B associée a l'infection. Les patients infectés n’avaient pas de

Iésions cérébrovasculaires plus importantes a I'IRM.

Cet article a fait I'objet d’un commentaire par le Docteur Victor Cardenas (Commentaire
article 2), épidémiologiste et médecin a « University of Texas HSC at Houston School of Public
Health » dans la revue Neurobiology of Aging. La remarque principale portait sur la variable
dépendante utilisée pour I'analyse multivariée dans notre étude, a savoir le statut infectieux.
D’aprés Cardenas et al. le score du MMSE aurait du étre choisi comme variable dépendante.
Nous avons apporté une réponse a ce commentaire. Nous avons réalisé une régression
linéaire en utilisant le score MMSE comme variable dépendante, et ceci a permis de confirmer

que l'infection a H. pylori était significativement associée a une diminution du score.

Commentaire Article 2- réponse. Roubaud-Baudron C, Panhard X, Krolak-Salmon P, Quadrio |,

Mégraud F, Salles N. Change of the dependent variable. Neurobiol Aging. 2013 Jun;34(6):e1.
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Abstract

Recent case-control studies reported an association between H. pylori infection and Alzheimer’s disease (AD). Our aim was to compare
cognitive impairment, neuroinflammation, and cerebrovascular lesion load in a group of AD patients according to their H. pylori status. For
the 53 AD patients included, we assessed: clinical data (vascular comorbidities and cognitive assessment), biological data (especially
fibrinogen, homocysteine levels, apolipoprotein E4 genotype; cerebrospinal fluid [CSF] total tau protein [Tau], phospho-tau,g, protein
[pTau,g,]), and amyloid beta peptide levels, serum/CSF-cytokines (interleukin [IL]-18, IL-6, IL-8, tumor necrosis factor [TNF]-«) and
pepsinogen I/pepsinogen II (Pgl/Pgll) ratio, and cerebrovascular lesion load (magnetic resonance imaging [MRI] fluid-attenuated inversion
recovery [FLAIR] with the Fazekas and Schmidt scale). H. pylori infection was diagnosed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
and immunoblot test. H. pylori infection was associated with a decreased Mini Mental State Examination (MMS) (p = 0.024), and higher
CSF pTau,g, (p = 0.014) and tau (p = 0.021) levels. A decreased Pgl/II ratio (i.e., an increased gastric atrophy) was associated with the
infection (p = 0.005). Homocysteine levels were positively correlated to Fazekas score (r = 0.34; p = 0.032) and to H. pylori
immunoglobulin (Ig)G levels (r = 0.44; p = 0.001). Higher CSF cytokine levels (IL-8, p = 0.003; TNF-c«, p = 0.019) were associated with
the infection, but systemic inflammation results were controversial. Finally, in multivariate analysis, a lower MMSE score (odds ratio [OR],
0.83 [0.72-0.97]; p = 0.017), plasma IL-1 level (OR, 0.31 [0.11-0.87]; p = 0.025), an increased gastric atrophy, i.e., a lower Pgl/PgIl
ratio (OR, 0.63 [0.43-0.93]; p = 0.020) were still associated with the infection. AD patients infected by H. pylori tended to be more
cognitively impaired. Studies are needed to attest to the impact of H. pylori infection on AD course, especially on cerebrovascular lesions
and neuroinflammation.
© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Helicobacter pylori infection; Alzheimer’s disease; CSF biomarkers; cerebrovascular lesions

1. Introduction currently increasing at a rate of 220,000 new cases per year
in France (Helmer et al., 2006). No curative treatment for
dementia is available, and most of the currently identified
risk factors such as age, sex, and genetic factors like apo-
lipoprotein E allele €4 are not subject to intervention (Farrer

et al., 1997). It has therefore become urgent to identify risk

Alzheimer’s disease (AD) is the main cause of depen-
dency and disability in the elderly, and its incidence is
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factors on which interventions would be possible. As an
attempt to determine the etiology of late-onset AD and to
search for new treatment, several groups have investigated
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the association between various infectious agents and AD.
The first agent concerned was herpes simplex virus type 1
(HSV-1). HSV-1 may persist in a quiescent but persistent
form known as latent infection, notably in the peripheral
nervous system rather than in the central nervous system,
and the mechanism for how HSV-1 may reactivate in the
hippocampus remains unknown (Itzhaki et al., 1997). How-
ever the involvement of HSV is still debated. Wozniak and
Itzhaki provided evidence that supports a causal role for
HSV-1 in AD. The cascade of events leading to AD might
involve reactivation of latent HSV-1 in the brain. Infection
would cause both direct and indirect damage, inflammatory-
mediated damage, and in apolipoprotein E allele €4 carriers
the damage would be greater, possibly through greater viral
replication and spread, eventually leading to AD (Wozniak
and Itzhaki, 2010).

Another major infectious pathogen incriminated was
Chlamydia pneumoniae as up to 90% of AD brain biopsy
specimens may be positive for C. pneumoniae as detected
by polymerase chain reaction (PCR), especially in brain
regions that exhibit AD pathology (Balin et al., 1998).
However, in an interventional study in 100 patients, Loeb et
al. (2004) could not prove a definite C. pneumoniae involve-
ment in AD pathophysiology.

Recent observations also showed that several types of
spirochetes, including Borrelia burgdorferi and oral Trepo-
nema may be involved in the pathogenesis of AD, but
results remain controversial (Miklossy, 2008).

More recently, an association between AD and Helico-
bacter pylori infection was reported. H. pylori infection is a
chronic infection usually acquired in childhood and which
remains for life when no specific treatment is given. An
increase in H. pylori prevalence with age is explained by
changes in socioeconomic conditions. In fact, studies re-
ported that when cohorts of 70-year-old subjects born in
1901 or 1902 and 1922 were compared, the latter cohort
showed a significantly lower H. pylori positive serology. In
Western Europe there is still more than a third of the
population older than 60 years who are infected. H. pylori is
a heterogenous bacterial species. Genomic studies have
shown that some strains may harbor a pathogenicity island
namely cag (cag PAI), which encodes a type IV secretion
system and 1 of its effectors, CagA, which triggers a strong
inflammatory response (Backert and Selbach, 2008).

Recent data suggested that H. pylori infection plays a
role in extradigestive diseases (Figura et al., 2010) and in
AD but controversial results persist. Indeed, in addition to 2
case-control studies pointing out an association between
H. pylori infection and AD (Kountouras et al., 2006; Mala-
guarnera et al., 2004), an interventional study has shown
that H. pylori eradication positively influences AD manifes-
tations, especially cognitive decline (Kountouras et al.,
2009). On the contrary, Shiota et al. (2011) showed negative
results, but the authors based their diagnosis on antibody
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tests on urine samples which has been shown to be unreli-
able (Leodolter et al., 2003).

Preliminary results of a cohort study conducted in our
laboratory concluded that H. pylori infection was a signif-
icant risk factor for developing AD (submitted for publica-
tion). We hypothesized that H. pylori infection could act as
a trigger in the clinical revelation of AD or in the accumu-
lation of AD lesions via cerebral hypoperfusion due to
atherosclerosis, or via an exacerbation of neuroinflamma-
tion.

In order to test this hypothesis, we have compared, in this
study, the cognitive impairment, cerebrospinal fluid (CSF)-3
amyloid, 4, (AB;_4,), -total tau (Tau), and -phosphorylated
tau (pTau,g,) proteins, cerebrovascular lesions assessed by
brain magnetic resonance imaging (MRI), and markers of
neuroinflammation in a group of AD patients according to
their H. pylori status.

2. Methods
2.1. Study population

Since 2003, serum and CSF samples from 213 demented
patients were collected in Lyon, France by NeuroBioTec,
CRB HCL (Hospices Civils de Lyon, France). Written in-
formed consent allowing research, including genetic re-
search, was obtained from each patient participating in the
study. The study was approved by the local Ethics Com-
mittee (CPP).

2.1.1. Inclusion criteria

Among the 213 patients, we selected those who re-
sponded to criteria for the diagnosis of AD, i.e., the National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (NINCDS-ADRDA) criteria (McKhann et al.,
1984), associated with the presence of medial temporal lobe
atrophy on MRI (Fox and Schott, 2004) and abnormal CSF
biomarkers. We chose, after a review of the literature and
following the manufacturer’s recommendations the association
of the following cutoff values: Af,_,, concentration < 600
pg/mL, Tau concentration > 300 pg/mL, pTau,g, concentra-
tion > 60 pg/mL, Innotest amyloid tau index (IATI): AB,_../
(240 + 1.18[Tau]) < 0.8 (Hulstaert et al., 1999).

2.1.2. Exclusion criteria

In order to exclude hypothyroidism and Creutzfeldt-Ja-
kob disease, specific clinical signs were collected as well as
thyroid-stimulating hormone (TSH) (Architect i2000SR
TSH Assay; Abbott, Princeton, NJ, USA) and CSF-protein
14-3-3 (Western Blot immunoassay antibody K19 ( anti
14.3.3; Signet Laboratories, Dedham, MA, USA) measure-
ments. Presumed AD cases without CSF samples were
excluded. Non-AD dementia were also excluded.
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2.1.3. Patient’s clinical characteristics

The following clinical data were collected: age, gender,
and atherosclerosis risk factors (weight, size, body mass
index [BMI; calculated as weight [kg]/height [m?], past or
active tobacco use, hypertension, diagnosed or treated dia-
betes mellitus and cholesterol).

All the included patients were submitted to a neuropsy-
chological evaluation. The Mini Mental State Examination
(MMSE) (Folstein et al., 1975) and the Frontal Assessment
Battery (FAB) (Dubois et al., 2000) were systematically
carried out to rate global cognitive ability. Episodic verbal
memory was assessed by the Free and Cued Selective Re-
call Reminding Test (FCSRT) in patients with an MMSE
score above 15 (Grober et al., 1988).

2.2. Methods
2.2.1. Biological data

2.2.1.1. Measurement of CSF-biomarkers. CSF concentra-
tions of AfB,_4,, Tau, and pTau,g, were analyzed. CSF
samples were obtained by standard procedures (Straus et al.,
2006), and were aliquoted into individual polypropylene
tubes without preservative, and stored at —80 °C until
assayed. CSF samples were analyzed using a sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for Tau,
pTau,s,, and AB, 4, level, with specific kits (Innotest
B-Amyloid[1-42], Innotest hTAU-Antigen, and Innotest
phospho-tau 181p; Innogenetics, Ghent, Belgium; respec-
tively). The Tau/p-Tau,g, and Tau/Af3,_,, ratios were cal-
culated (Kester et al., 2009).

2.2.1.2. Atherosclerosis risk factors. The low-density lipo-
protein (LDL)-cholesterol was estimated from the Friede-
wald equation, using Architect C16000 (Abbott), the fasting
blood glucose by Architect C16000 (Abbott) and the homo-
cysteine level was measured using a sandwich ELISA (Axis
Homocysteine EIA, Axis-Shield, Oslo, Norway). The geno-
type of apolipoprotein E was determined for each patient
sample as previously described (Hixson and Vernier, 1990),
i.e., by polymerase chain reaction and Hhal enzymatic
restriction.

2.2.1.3. Inflammatory markers. Plasma and CSF cytokines,
i.e., interleukin (IL)-6, IL-8, IL-183, and tumor necrosis
factor-alpha (TNF-«), were assessed by an ELISA using
biotinylated antibodies and streptavidin-DyLight 800 Fluor
conjugate (Search-Light human cytokine array, Aushon
BioSystems, Billerica, MA, USA). Microplates were inter-
preted by using the SearchLight Array Analysis Software
(Aushon BioSystems) after scanning (Odyssey, infrared im-
aging systems, LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA).
The other markers assessed were neopterin measured as
previously described (Nancey et al., 2008), plasma C-re-
active protein with Architect C16000 (Abbott), and fi-
brinogen by STA compact analyzer (Stago, Asnieres sur
Seine, France).
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2.2.1.4. Determination of the Helicobacter pylori sta-
tus. Serum samples were tested for immunoglobulin (Ig)G-
specific H. pylori antibodies both by ELISA and immuno-
blot. For the detection of H. pylori-IgG by ELISA, the
Pyloriset EIA-G kit (Orion Diagnostica, Espoo, Finland)
was used following the manufacturer’s recommendations. A
positive result was defined as an antibody titer greater than
or equal to 20 IU/mL. For the detection of CagA IgG
antibody by immunoblot, the Helico Blot 2.1 kit (Genelabs
Diagnostics, Singapore Science Park) was used. The immu-
noblot test was performed according to the manufacturer’s
instructions as previously described.

Patients were considered as H. pylori positive when
ELISA or immunoblot were positive.

2.2.1.5. Measurement of gastric atrophy. In our study, gas-
tric atrophy lesions were defined by a noninvasive method
measuring pepsinogen I (Pgl), and pepsinogen II (Pgll)
levels, and Pgl/PglI ratio (Pepsinogen I and II, ELISA kit
96, Biohit Oy, Helsinki, Finland) (Vééninen et al., 2003).
All ELISA procedures were performed in duplicate.

2.2.2. Morphological data

2.2.2.1. Scoring white matter and periventricular hyperin-
tensities. Brain MRI cerebrovascular staging was blindly
carried out by 1 neurologist using the Fazekas and Schmidt
scale (Fazekas et al., 1987). The different types of hyper-
intense signal abnormalities surrounding the ventricles and
in the deep white matter were evaluated as following:
periventricular hyperintensity (PVH) was graded as 0 =
absent, 1 = “caps” or pencil-thin lining, 2 = smooth “halo,”
3 = irregular PVH extending into the deep white matter.
Separate deep white matter hyperintense signals were rated
as 0 = absent, 1 = punctuate foci, 2 = beginning conflu-
ence of foci, 3 = large confluent areas. Then we added the
2 scores for a 6-point score.

2.3. Statistical analysis

Biological and clinical data were compared according
to H. pylori status by the Mann-Whitney test for quanti-
tative variables and x> test for categorical variables.
Differences with a p value of less than 0.05 were con-
sidered significant.

A binary logistic regression model with H. pylori status as
the dependant dichotomous variable was used to determine
variables associated with infection. Clinical and biological data
resulting in a p-value less than 0.10 in univariate analysis were
then entered into a multivariate logistic-regression model. A
backward selection method was used to obtain a model in
which all data had a p-value less than 0.05. Continuous
variables were split into quartiles to study the effect between
them and H. pylori status. The first quartile was taken as
reference. If the relation was not linear, we transformed the
continuous variable into a categorical variable with the more
appropriate quartile as a cutoff.
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Table 1
Patient’s characteristics (total n = 53)

Characteristics n (%)

Female gender 30 (57)

Age (y) mean *= SD (range) 68.5 £ 8.7 (51-88)

MMSE mean * SD (range) 18.5 = 6.4 (1-28)
Apolipoprotein E

Genotype e4/e4 10 (19)
Genotype £4/e3, e4/e2 20 (38)
Genotype €3/e3, €3/e2 18 (33)

ND 50)

Helicobacter pylori status, mean = SD
(range)

H. pylori-IgG (IU/mL) 49.1 £ 69.9 (7.5-271)
H. pylori-positive 20 (38)
CagA-positive 16 (80)

H. pylori-negative 33 (62)

SD according to a 30-point scale.
Key: IgG, immunoglobulin G; MMSE, Mini-Mental State Examination;
ND, not determined.

Bivariate correlations were tested by Spearman test be-
tween homocysteine levels, H. pylori-IgG concentrations,
Pgl/Pgll ratios, and Fazekas score, 2 by 2. All statistics were
performed using SPSS 16.0F for Windows software (SPSS,
Inc., Chicago, IL, USA).

3. Results
3.1. Population characteristics

The NeuroBioTec dementia collection (plasma or CSF
collection) was composed of 77 AD, 64 fronto-temporal
dementia, 14 corticobasal degeneration, 22 dementia with
Lewy bodies, 8 vascular dementia, 4 Creutzfeldt-Jakob dis-
ease, and 24 other dementias. Only 53 patients were diag-
nosed AD with available CSF markers. As shown in Table
1, included patients had identified risk factors of AD, i.e.,
mean age higher than 65 years, female gender, and over-
representation of &4 alleles of apolipoprotein E. A total of
20 of the 53 (38%) patients were positive for H. pylori
infection and among them 16 patients (80%) were H. pylori-
CagA positive. Table 2 shows patient characteristics ac-
cording to their H. pylori status.

3.2. H. pylori status, cognitive impairment, and CSF
biomarker characteristics

H. pylori-positive patients had higher CSF-Tau (p =
0.021) and CSF-pTau,g; (p = 0.014) concentrations com-
pared with H. pylori-negative patients. The CSF-AB,_,,
level was not significantly lower in H. pylori-positive pa-
tients (p = 0.20). Mean MMSE was lower in the positive
group (p = 0.024) and was negatively correlated with the
CSF-Tau,g; and CSF-Tau concentrations (Spearman test,
r= —0.33,p = 0.014 and r = —0.35, p = 0.022, respec-
tively). We failed to find a significant difference in the
pTau/Tau ratio according to H. pylori status (H. pylori-
negative 0.147 = 0.0310 vs. H. pylori-positive 0.137 =
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0.0370; p = 0.273), but the Tau/AB,__,, ratio was signifi-
cantly higher in the group of infected patients (H. pylori-
negative 1.92 = 1.15 vs. H. pylori-positive 3.35 £ 2.72; p =
0.009).

Mean FAB (p = 0.14) was not significantly lower in
H. pylori-positive patients. FCSRT was not available for 23
patients because the MMSE score was less than 15 for 8
patients and not available for 15 patients. None of the items
was significantly different between the 2 groups according
to H. pylori status (Table 2).

3.3. H. pylori status and gastric atrophy, homocysteine
level, and cerebrovascular lesions

The mean Fazekas score was not associated with
H. pylori positivity (p = 0.19), and H. pylori infection
tended to be associated with higher score of periventricular
lesions (p = 0.09) and white matter lesions (p = 0.36) but
without significance. Vascular risk factors (hypertension,
tobacco users, LDL-cholesterol, BMI) did not explain this
tendency (Table 2). On the other hand, Fazekas score was
positively correlated to homocysteine plasmatic levels (Spear-
man test, » = 0.34, p = 0.032), and as shown in Figs. 1 and 2,
higher levels of homocysteine concentration were associated
with H. pylori infection via chronic atrophic gastritis (Spear-
man test, Pgl/Pgll ratio »r = —0.23, p = 0.049 and H. pylori
IgG, r = 0.44, p = 0.001).

3.4. H. pylori status and plasma/CSF
inflammation markers

The mean plasma fibrinogen concentration tended to be
higher in H. pylori-positive patients (p = 0.048). There was
no difference for plasma C-reactive protein (CRP) and
plasma cytokines, except the plasma IL-18 level which was
lower in H. pylori-positive patients (p = 0.004). In CSF,
IL-8 (» = 0.003) and TNF-a (p = 0.019) concentrations
were higher in H. pylori-positive patients. The mean CSF-
neopterin level tended to be higher in H. pylori-positive
patients without significance (p = 0.22).

3.5. Univariate and multivariate analysis

CSF-pTau, -Tau, Pgl/Pgll ratio, fibrinogen, MMSE
score, median age (67 years), plasma IL-183, CSF TNF-q,
CSF IL-8, and gender were entered in the binary logistic
regression model as explanatory variables, with H. pylori
status as the dependent dichotomous variable. Median age
was chosen as cutoff because association was not linear for
this explanatory variable. Results showed that H. pylori-
positive patients had: (1) more atrophic gastric lesions with
a significant decrease in Pgl/Pgll ratio (odds ratio [OR],
0.63 [0.43-0.93], p = 0.020); (2) a decreased MMSE score
(OR, 0.83 [0.72-0.97], p = 0.017); and (3) a decreased
IL-1B plasmatic level (OR, 0.31 [0.11-0.87], p = 0.025)
(Table 3).
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Table 2
Patient’s characteristics according to Helicobacter pylori status (n = 53 patients)
H. pylori-negative (n = 33) H. pylori-positive (n = 20) p value
Age mean * SD, y 66.9 = 9.0 70.1 = 8.1 0.2
Female gender, n (%) 16 (48) 14 (70) 0.13
ApoE &4, n (%) 19 (64) 11 (57) 0.82
Dementia data
MMSE 20.8 = 5.1 172 5.6 0.024
FCSRT, mean = SD (n = 20)
Immediate recall 10.7 = 4.7 11.0 £ 43 0.92
Sum of 3 free recalls 144 + 132 121 94 0.57
Sum of the 3 cued recalls 238 £ 129 26.2 = 15.3 0.70
Delayed free recall 50x5.1 43 %40 0.75
Delayed cued recall 113+ 134 92*52 0.95
FAB, mean = SD 11.3 =46 8.7*43 0.14
CSF-pTau, 4, mean = SD pg/mL 86.8 = 24.5 120 £ 52.0 0.014
CSF-Tau, mean *= SD, pg/mL 618.4 = 228.3 999.6 *+ 756.9 0.021
CSF-AB,_4», mean * SD, pg/mL 362.2 = 100.6 3239 = 101.8 0.20
Vascular data
Hypertension, n (%) 12 (36) 9 (45) 0.70
Tobacco user, n (%) 8 (24) 3(15) 0.33
LDL-cholesterol, mean * SD, g/L. 1.6 0.5 1.4 = 0.6 0.50
BMI, mean + SD, Kg/m? 242 =44 252 *+54 0.50
Homocysteine, mean * SD, umol/L 15.0 =49 172 = 6.3 0.16
Pgl/Pgll ratio, mean *= SD 7.6 £2.5 57x21 0.005
Fazekas score, mean *= SD 1.14 =148 2.00 = 2.12 0.19
Inflammatory data
Plasma-CRP, mean = SD, mg/L 28 £5.0 3.8 +6.7 0.50
Plasma-fibrinogen, mean * SD, g/L. 3.4 +0.7 3.8 0.9 0.048
Plasma-IL-183, mean = SD, pg/mL 14+1.0 0.62 = 0.8 0.004
Plasma-IL-6, mean * SD, pg/mL 22.1 £179 12.1 = 8.8 0.12
Plasma-IL-8, mean *= SD, pg/mL 519 =49.0 50.0 = 40.8 091
Plasma-TNF-«, mean *= SD, pg/mL 19.3 = 26.6 9.1 = 8.1 0.51
CSF-IL-1B, mean = SD, pg/mL 0.22 =0.22 0.15 = 0.16 0.19
CSF-IL-6, mean = SD, pg/mL 102 =84 13.2 =235 0.50
CSF-IL-8, mean = SD, pg/mL 74.9 = 40.9 108.4 = 1243 0.003
CSF-TNF-a, mean * SD, pg/mL 23*+19 29*+13 0.019
CSF-neopterin, mean * SD, nmol/L 1.3+0.3 45+20 0.22

Fazekas score (6-point scale) is the sum of periventricular hyperintensity (PVH) graded from O to 3, and white matter hyperintensities from 0 to 3.

Key: AB;_4 B amyloid,_4; ApoEed4, apolipoprotein E allele £4; BMI, body mass index (calculated as weight [kg]/height [m*'); CRP, C-reactive protein;
CSF, cerebrospinal fluid; FAB, frontal assessment battery (18-point scale); FCSRT, Free and Cued Selective Recall Reminding Test; IL, interleukin; LDL,
low-density lipoprotein; MMSE, Mini-Mental State Examination (30-point scale); Pg, pepsinogen; pTau,g;, phospho-tau, g, protein; Tau, total tau protein;

SD, standard deviation; TNF-«, tumor necrosis factor a.

4. Discussion

This study explored, for the first time, the association
between H. pylori infection and AD severity. The strength
and originality of this study are based on the strict selection
of AD patients, according to NINCDS-ADRDA criteria,
completed by CSF biomarkers. Indeed, Tau, pTau,g;, and
AB,_4, CSF levels, combined with clinical criteria, are
known to have high specificity and sensitivity for the diag-
nosis of AD (Clark et al., 2003).

Our results showed that H. pylori-infected patients
tended to have more severe dementia as shown by a de-
creased MMSE and an increased CSF-Tau and -pTau,g,
concentration. Nevertheless, FCRST scores did not confirm
these results in 20 evaluated patients. Whereas the CSF Tau
level is a marker of neuronal loss, correlation between
increased pTau, g, levels and cognitive decline is still de-
bated. Indeed, CSF-pTau level that increases throughout the
cognitive decline has been proposed as a longitudinal

marker of the neurodegenerative process (Andersson et al.,
2008). A positive correlation between pTau,g; levels and
AD symptoms has been also observed with a 24-month
follow-up (Wallin et al., 2006). Moreover CSF-pTau levels
were found to be inversely correlated with hippocampal
atrophy on MRI (de Souza et al., 2011). On the other hand,
Kester et al. (2009) in a study population of 151 AD pa-
tients, found that a low pTau,g,/Tau ratio (i.e., a high Tau in
combination with less elevated pTau,g;) and a high Tau/
AB,_4, ratio were predictors for cognitive decline over
time. In our study, we found that Tau/Af, ,, ratio was
significantly higher among the infected patients, but the
pTau,g,/tau ratio was similar between the 2 groups.

Two hypotheses are proposed to explain the association
between H. pylori infection and cognitive impairment. First,
patients with more severe dementia may be more likely to
be infected with H. pylori due to a lack of hygiene However,
in a 7-year population-based study of subjects older than 65
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Fig. 1. Correlation between Helicobacter pylori-immunoglobulin (I2)G levels and plasma homocysteine levels; Spearman test, r = 0.44, p = 0.001.

years, we found that H. pylori infection incidence was low
(14 new infections among 300 patients; 1.2% per year;
Salles et al., 2010), i.e., in the range of what is observed in
an adult population (Gisbert, 2005). Second, H. pylori in-
fection may amplify neuronal loss either by adding a cere-
brovascular component, or by increasing pre-existing neu-
roinflammation. In fact these preliminary results indicated
that H. pylori infection may be associated with AD, i.e.,
more severe cognitive impairment and higher CSF biomark-
ers of dementia, but we need to go further in order to prove
a possible role of chronic H. pylori infection in AD phys-
iopathology. H. pylori infection evolving over many years
could cause a chronic gastric and plasmatic inflammation
thus inducing a real “chronic inflammation model” probably
responsible for cerebrovascular lesions and exacerbation of
neurodegeneration (Holmes et al., 2009; Tan et al., 2007).

Even if several markers reflecting both systemic and
central nervous system inflammation tended to be associ-
ated with H. pylori infection, i.e., increased CSF levels of
IL-8 and TNF-a, our results were less conclusive regarding
systemic inflammation, i.e., only plasmatic fibrinogen level
tended to increase in H. pylori-positive patients, whereas
IL-1p decreased. Interpretation of plasmatic and CSF cyto-
kine levels closed to detection thresholds have to be taken
precociously, because of their early peak of secretion and
short half-life. Although we chose 1 of the best techniques
to measure cytokine levels with low detection thresholds,

data interpretation was hazardous especially for IL-13 and
TNF-a. In addition, it can appear difficult to correctly in-
terpret the results of a biological dosage at 1 time in this
population most likely infected for many years. Such con-
flicting results concerning markers of systemic inflamma-
tion in previously infected patients have been described in
the literature, especially in the context of an association with
atherosclerosis (Cherian et al., 2010; Ishida et al., 2008;
Oshima et al., 2005).

A large proportion of H. pylori-positive patients had
antibodies against CagA indicating that these patients were
infected with the most proinflammatory H. pylori strains.
The few CagA-negative cases did not allow us to analyze
the results according to CagA status. So we cannot con-
clude any association between virulent strains and de-
mentia severity.

Concerning the link between chronic H. pylori infection
and cerebrovascular lesion occurrence, our results showed
that H. pylori-positive patients tented to have a more pro-
nounced gastric atrophy correlated with higher homocys-
teine levels and MRI cerebrovascular Fazekas scores. Hy-
perhomocysteinemia is well recognized as a vascular risk
factor (Robinson, 2000) and as an independent risk factor
for the development of dementia and AD (Seshadri et al.,
2002). Hyperhomocysteinemia can be the consequence of
vitamin B12 deficiency following gastric atrophy in H.
pylori-positive patients (Marino et al., 2007). H. pylori
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Fig. 2. Correlation between plasma homocysteine level and pepsinogen I/pepsinogen II ratio (Spearman test, r = —0.23, p = 0.049).

infection may promote atherosclerosis and cerebrovascu-
lar lesions, even if the power of the present study was
insufficient to demonstrate directly any correlation be-

Table 3
Univariate and multivariate analysis according to Helicobacter pylori
status (n = 53 patients)

Univariate analysis Odds ratio 95% CI p value
Age < 67y 0.38 0.14-1.03 0.058
Female gender 2.5 0.77-8.02 0.13
MMSE 0.88 0.78-0.99 0.031
CSF-pTau,g,, pg/mL 1.03 1.01-1.05 0.010
CSF-Tau, pg/mL 1.002 1.001-1.004 0.017
Pgl/PglI ratio 0.68 0.51-0.91 0.011
Plasma-fibrinogen, g/L 2.17 0.97-4.88 0.06
Plasma-IL-1p3, pg/mL 0.31 0.12-0.79 0.01
CSF-IL-8, pg/mL 1.005 1.00-1.01 0.21
CSF-TNF-a, pg/mL 1.23 0.88-1.71 0.23
Multivariate analysis Odds ratio 95% CI p value
Plasma-IL-13, pg/mL 0.31 0.11-0.87 0.025
Pgl/Pgll ratio 0.63 0.43-0.93 0.020
MMSE 0.83 0.72-0.97 0.017

Univariate and multivariate analysis: binary logistic regression, H. pylori
status as the dependent dichotomous variable, and age, female gender,
MMSE score, CSF-pTau,g,, CSF-Tau, Pgl/PglI ratio, plasma-fibrinogen,
IL-1B, CSF-IL-8, and CSF-TNF-« as explanatory variables.

Key: CI, confidence interval; CSF, cerebrospinal fluid; IL, interleukin; MMSE,
Mini-Mental State Examination (30-point scale); Pg, pepsinogen; pTau,g;,
phospho-tau, ¢, protein; Tau, total tau protein; TNF-a, tumor necrosis factor a.

tween cerebrovascular MRI lesion scores and H. pylori
infection.

Our study has several limitations, such as its retrospec-
tive design, and the small number of included patients, and
the lack of non-AD dementia or control patients. We have
indeed chosen to carefully select patients showing both
NINCDS-ADRDA criteria and CSF biomarkers positive for
AD, but control patients’ CSF and plasma were not avail-
able. This AD patient selection did not allow us to conclude
about a specific effect of H. pylori infection on AD versus
other non-AD dementia.

Another limit of our results is the method used to diag-
nose H. pylori infection, i.e., by serum antibody detection,
whereas the gold standard consists of gastric-based tests,
e.g., histology and culture. However the feasibility of such
invasive test was ethically and technically impossible in this
population of elderly patients. The value of H. pylori serol-
ogy in the general population has been debated mainly
because of the diverse performance of the various tests used
and also because of the limits of the tests used as the gold
standard to validate this technique. In this study we used a
test which ranks among the best with regard to sensitivity
and specificity in comparative studies (Fauchere et al.,
2011). Nevertheless, performance of H. pylori serology on
elderly populations remains controversial. As the H. pylori
antibodies may remain months after H. pylori eradication,
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serology does not indicate only a current infection but also
a past infection (Liston et al., 1996). However, while the
infection detected by serology is not detected by other
methods, the infection may nevertheless be real as has been
shown in the case of atrophy (Kokkola et al., 2000) or
antisecretory drug consumption (Salles-Montaudon et al.,
2002). Conversely, a risk of underestimation of H. pylori
diagnosis was also reported especially in malnourished and
immunosenescent elderly patients (Salles-Montaudon et al.,
2002). Nonetheless serology seems to be an appropriate
diagnostic test for elderly populations, because of the high
prevalence of gastric atrophy and proton pump inhibitor
consumption.

In conclusion, AD patients infected by H. pylori present
a more marked cognitive impairment and neurodegenera-
tion biomarkers. H. pylori infection may probably influence
cognitive impairment by increasing neurodegenerative le-
sions, especially neurofibrillary tangles, and neuronal loss
via ischemic lesions. To directly reveal the role of H. pylori
infection, it will be necessary to determine if H. pylori
infection induces AD-like cerebral lesions in an animal
model of nonpredisposed mice and worsen cerebral lesions
in AD predisposed mice; and to evaluate if H. pylori erad-
ication improves these lesions.
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Neurobiology of Aging
Dear Dr. Coleman,

| read with great interest the paper by Roubaud-Baudron et al., titled “Impact of chronic Helicobacter
pylori infection on Alzheimer disease: preliminary results” (1), which concludes that Alzheimer disease
“patients infected by Helicobacter pylori tended to be more cognitively impaired.” The authors report on
a series of 53 AD patients on which CSF measurements of various parameters, including cytokines, apoE
genotype, cholesterol, homocysteine, pepsinogens, MRI cerebrovascular staging and neuropsychological
testing were available. Roubaud-Baudron et al., found a 3-point difference in the mini-mental status
examination (MMSE) and CSF Tau total and Tau-phosphorylated levels. At the same time, however, H.
pylori positive subjects were also on average three years older, and such age difference could possibly
explain the observed small differences in MMSE and Tau levels. One would suspect the potential age-
confounding could and should be removed in the analysis using multivariate regression methods.
However, the variable that was used by Roubaud-Baudron et al. as outcome was not the MMSE or Tau
but H. pylori infection status. As a result, the odds ratios presented in Table 3 of Roubaud-Baudron et al.
paper, (OR=0.83) does seem difficult to interpret. It seems that the findings on the differences by Tau

total and Tau -phosphorylated were considered non-significant, although the size of the differences was
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large. These seem important as longitudinal studies seem to indicate that such CSF biomarkers do not

increase significantly with disease progression (2).

It should be obvious that one would like to know is if there is a change of the estimate from the
crude 3-point difference in MMSE score once you control for age, and hopefully education, and what the
adjusted size of the difference by H. pylori status is once the model is age adjusted. It does not make
sense to think about H. pylori infection status as the dependent variable, when one’s interest is

cognitive impairment and would like to know if there is an impact by Helicobacter pylori infection.

Sincerely,

Victor M. Cardenas, MD, MPH, PhD

Associate Professor of Epidemiology
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Dear Editor:

In his comment, Dr Victor Cardenas pointed out the fact that it
would be more informative to take mini-mental state examination
(MMSE) score as adependent variable to know if there was an impact
by Helicobacter pylori infection on cognitive impairment. First of all,
we thank Dr Victor Cardenas for this comment that encourages us
to approach the problem differently. In fact, our aim was initially
to observe what varied between Alzheimer’s disease patients
regarding their H. pylori status, and we found that H. pylori infection
was associated with a lower MMSE score in a multivariate analysis.
As recommended, we used the MMSE score as the dependent vari-
able. A, univariate analysis was performed for several factors: age;
gender; presence of the £4 allele for apolipoprotein E; cardiovascular
factors (hypertension, hypercholesterolemia, tobacco consumption,
etc.); homocysteine level; pepsinogenl/II ratio; serum and cerebro-
spinal fluid (CSF); cytokines (interleukin [IL]-1, IL-6, IL-8, and tumor
necrosis factor a); C-reactive protein and fibrinogen levels; CSF total
tau, CSF phospho-tauigy, and CSF amyloid B1—42 levels; and Fazekas
score (bivariate Spearman correlation test or t test when appro-
priate). Normal distribution was checked for each variable. Factors
that achieved a p value <0.20 were then entered into the multivar-
iate linear regression model with a backward selection method to
obtain a model in which all factors had a p value <0.05. To make sure
that the “age” factor did not influence the association between
H. pylori status and the MMSE score in this regression model, it has
been entered at each step until the final step. Table 1 resumes the
results of the linear regression.

We found that H. pylori infection and the presence of the 4
allele for apolipoprotein E were significantly associated with

Table 1
Multivariate analysis results according to the MMSE score

Multivariate analysis

Regression slope p Value
Age 0.068 NS
Helicobacter pylori+ —4.355 0.012
ApoOE &4 —4.415 0.017

Multivariate linear regression: the MMSE score was the dependent variable, and age,
female sex, tobacco consumption, H. pylori positivity, ApoE ¢4, plasma interleukin-8,
and cerebrospinal fluid (CSF) phospho-tau;g; and CSF amyloid B;_4, were the
explanatory variables.

Key: ApoE ¢4, apolipoprotein E allele e4; MMSE, mini-mental state examination
(30-point scale); NS, not significant.

0197-4580/$ — see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

a decreased MMSE score with or without age as an explanatory
variable. These new results confirm the association between
H. pylori infection and the severity of the dementia. Nevertheless,
we could not exclude confounding factors like educational level
that was not available in this study. To further understand this
association, experiments on a murine model are in progress to
determine if the infection worsens the course of Alzheimer's
disease or not. All statistics were performed using SPSS 16.0F for
Windows software (SPSS, Inc, Chicago, IL, USA).
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IV. L’INFECTION A HELICOBACTER SPP INDUIT-ELLE UNE AMYLOIDOPATHIE

CEREBRALE ? ETUDE SUR MODELE ANIMAL.

Apres avoir réalisé deux études chez 'lhomme montrant une possible association entre
I'infection a H. pylori et la maladie d’Alzheimer, nous avons voulu étudier I'impact cérébral de
I'infection dans un modeéle animal, afin de s’affranchir de facteurs confondants comme le
niveau socio-économique. Little et al. (175) et Wozniak et al. (326) en infectant des souris
BALB/c avec C. pneumoniae et HSV, respectivement, ont montré que ces deux infections
étaient capables d’induire la formation de plagues amyloides alors que ces souris n’en
développent pas naturellement. A la suite de ces travaux, nous avons voulu étudier I'impact
de l'infection chronique a H. pylori sur |'apparition de plaques amyloides dans le cerveau de
souris C57BL6/J non prédisposées a la maladie d’Alzheimer. Comme les souris BALB/c, ces
souris ne développent pas naturellement de plaques amyloides. Nous avons choisi le fond
génétique C57BL6/J, car l'infection a H. pylori y induit une gastrite plus importante que chez
les souris BALB/c. Nous avons étudié le cerveau de souris infectées durant 18 mois par
H. pylori ou H. felis. H. pylori est connu pour étre un pathogéne de 'lhomme mais sa capacité a
coloniser la muqueuse gastrique de souris est faible, toutefois certaines souches ont été
« adaptées » a la souris (par plusieurs cycles d’infection) et sont capables de coloniser et
d’induire une inflammation gastrique comme la souche SS1 (167). H. felis est rarement
responsable d’infection chez ’homme, en revanche il induit une inflammation gastrique trés
importante chez la souris (306). L'utilisation de ces 2 souches bactériennes paraissait donc
intéressante pour leur pertinence clinique d’une part et la certitude d’avoir une inflammation
gastrique importante d’autre part.

Apres 18 mois d’infection, nous n’avons pas retrouvé de plagues amyloides dans le cerveau de
ces souris (coloration a la thioflavine S) et la neuroinflammation n’étaient pas plus importante
chez les souris infectées que chez les souris non infectées. H. pylori n’induit donc pas la
formation de plaque amyloide chez des souris C57BI6/] non prédisposées a la maladie

d’Alzheimer.

Ce travail a été soumis pour publication dans Journal of Alzheimer’s Disease et est en cours de

correction.
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Abstract

Background. There is increasing evidence to support the role of infectious agents in the
progression of Alzheimer’s disease (AD). Helicobacter pylori inducing a life-long chronic
gastric inflammation may contribute to increase neuroinflammation.

Objective. To evaluate the impact of H. pylori infection on the brain of non AD predisposed
mice.

Methods. C57BL/6J) wild type (WT) mice were infected with H. pylori SS1 (n=6) and
Helicobacter felis (n=6) strains. Six non-infected WT mice were used as negative controls.
After 18-month infection, brain neuroinflammation (anti-GFAP and anti-ibal
immunochemistry) and presence of B-amyloid (AB) deposit (thioflavin-S stain and anti AB
immunochemistry) were studied. Three APP-PS1 transgenic mice were used as positive
controls.

Results. Whereas H. pylori SS1 and H. felis infection induced a higher gastric inflammation
than non-infected mice (p<0.001), no brain AB deposit was noticed in their brain and the
infection did not lead to neuroinflammation compared to APP-PS1 positive controls.
Conclusion. Helicobacter infection is not associated with an increase in neuroinflammation

nor amyloid deposit after 18 months in infected WT mice.

Key words: neuroinflammation, Helicobacter pylori, GFAP, iba 1, Alzheimer’s disease,

thioflavine-S, dementia.



Introduction

After approximately 100 years of intensive research studying pathophysiological
mechanisms related to Alzheimer’s disease (AD), especially AR peptide and Tau protein
deposition, the two AD histological hallmarks, the initial process inducing the disease and
ultimately neurodegeneration has not yet been elucidated [1]. The alteration of the blood--
brain barrier [2] and the activation of neuroinflammation [3] seem to play an important role
in AD neurodegeneration, especially in the decrease of AR clearance [4]. Moreover it has
been proven that systemic inflammation worsens brain lesions and behavior in a murine
model of AD [5, 6] and is even able to induce B-Amyloid pathology in WT mice when the
inflammation starts in utero [5]. These data allowed researchers to evoke an infectious
hypothesis with several agents like herpes Simplex Virus(HSV), spirochetes or Chlamydia
pneumoniae [7]. These agents have been incriminated in AD pathophysiology because they
were detected in AD human brain specimens [8-10] or because they induced an increased
production of AR peptide [11, 12] when co-cultured with neuronal cells and finally induced
AR peptide deposit in the mouse brain [13, 14]. Nevertheless, these preliminary results
remain controversial because other research teams have not reproduced them. More
recently an association between Helicobacter pylori infection and AD has been observed in
epidemiological studies; two case control studies found a higher prevalence of H. pylori
infection in AD patients compared to controls [15, 16], and a third study showed that
H. pylori-positive AD patients presented a more severe cognitive decline compared to non-
infected AD patients [17]. Finally recent data shows that H. pylori infection could increase
the incidence of dementia [18]. In fact, H. pylori infection, most often acquired during
childhood, induces a lifelong gastric inflammation and remains asymptomatic in 90% of

cases [19]. This lifelong gastric inflammation may be implicated in extradigestive diseases



[20] via systemic inflammation and atherosclerosis. AD and H. pylori infection share several
risk factors like living conditions or education levels, restricting conclusions of
epidemiological studies. To bypass these limitations, we studied the impact of chronic
H. pylori infection on brain histopathology of WT non-AD predisposed mice, like Wozniak et

al. [14] and Little et al. [13] did previously for HSV and Chlamydia pneumonia, respectively.



Materials and Methods

Infection of mice with Helicobacter species

All animal experiments were performed in level 2 animal facilities at the University of
Bordeaux according to institutional guidelines defined by the local Ethical Committee of the
University of Bordeaux and in conformity with the French Ministry of Agriculture Guidelines

on Animal Care and the French Committee of Genetic Engineering (approval number 4608).

For mice infection, H. pylori SS1 and H. felis CS1 strains (kindly provided by A. Labigne,
Pasteur Institute, Paris, France) were cultured as previously described [21]. Then 10-week-
old C57BL/6j females free of pathogenic agents including Helicobacter species (Charles River
Laboratories, L'Arbresle, France) were infected by oral gavage with the bacterial suspension
(SS1 H. pylori SS1i, n=6, and H. felis CS1, n=6) as described previously [21, 22]. Non-infected
mice (control group, n=6) were given phosphate buffered saline (PBS) alone. Mice were
housed five per microisolator cage on ventilated shelves on a 12-hour day/night cycle with
constant humidity and temperature control, with a low content vitamin diet and water ad
libidum. The successful infection, as well as absence of infection in the non-infected controls,
were confirmed by polymerase chain reaction (PCR) with primers targeting the 16S rDNA
from the Helicobacter genus and sequencing performed on DNA extracted from aseptically
collected stomachs as previously described [21, 22].

As positive controls for neuroinflammation and amyloid deposition, 3 APP-PS1mouse (Tg

2576-PSEN1dE9, 6 months of age) brains were used.



Tissue processing

After an 18-month infection, mice were euthanized by cervical dislocation. The stomach and
brain were removed and fixed for 24 h in a solution of 3.7 % neutral-buffered formalin or 4%
paraformaldehyde with 0.01% glutaraldehyde (all from Sigma Aldrich, Saint Louis, MI, USA)

respectively, followed by standard histological processing and paraffin embedding.

Histological and Immunohistochemical staining

Sections of 3 um thickness from paraffin-embedded stomachs were processed for
hematoxylin/eosin/safran (HES) staining following the standard procedure. Five um brain
sections were deparaffinized, rehydrated and stained with 1% Thioflavin-S (Sigma Aldrich)
for 8 min then washed with Tris buffered saline (TBS) (2 times 15 min) and 50% ethanol
solution (2 times 15 min), then mounted with Vectashield anti-fade mounting medium
(Vector Laboratories, Peterborough, UK). For immunohistochemistry detection, 5 um
sections from paraffin-embedded brains were rehydrated, washed and heated to 100°C for
30 min for antigen retrieval using a homemade buffer, Tris ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA 1mM), pH9, then 30 min at room temperature (RT). After washing in TBS (3 times 10
min), endogenous peroxidases were inhibited with 3% hydrogen peroxide in H,O for 5 min.
Sections were blocked for 30 min in a solution of bovine serum albumin (BSA, 1%) with goat
serum (10%) in TBS (Sigma Aldrich). Slides were then incubated for 3 h at RT with primary
rabbit anti-GFAP antibodies (1:2000) (Dako, Trappes, France) or anti-iba 1 antibodies
(1:1000) (Wako, Osaka, Japan) or anti AR (Invitrogen, Saint Aubin, France) for detection of
astroglia, microglia and amyloid deposition, respectively, followed by a 30 min incubation at
RT with labeled polymer-HRP anti-rabbit antibodies (DAKO Envision Systems, Dako), washed

with TBS and revealed by an additional 10 min incubation with Liquid DAB Substrate-



Chromogen System (DAKO) at RT. Slides were counterstained with hematoxylin, dehydrated

and mounted with Eukitt-mounting medium (Labonord, Pessac, France).

Quantification scoring and statistical analysis

Gastric histology was scored blindly using a numerical scale of 1 to 4 for quantification of
inflammation as previously described [21]. Hippocampal and cortical GFAP-positive astrocyte
and ibal-positive microglial cell counts and areas were determined automatically by
Mercator software (Explora Nova, Mercator, La Rochelle, France) on two consecutive
coronal sections localized approximately 1.8 mm behind the bregma when scanned by
Panoramic viewer 1.15 (3D Histech, Budapest, Hungary) [23]. The threshold of detection was
held constant during analysis and all measurements were conducted in a blinded fashion.
Thioflavine-S slide scanning was performed using a fluorescence-based microscope scanning
system, Metafer VSlide (MetaSystems, Altlussheim, Germany). Quantitative results were
expressed as a mean +/- standard deviation and infected, non-infected and APP-PS1 groups
were compared using a one way ANOVA followed by a post hoc Tukey’s test. All statistical
analyses were performed with GraphPad Prism 6.03 (GraphPad Software, San Diego, CA,

USA).



Results

Gastric inflammation

The successful infection, as well as the absence of infection in the non-infected controls,
were confirmed for all of the mice by Helicobacter genotyping (data not shown). H. pylori
and H. felis infections were associated with an increased gastric inflammation (mean
inflammation score, 1.3+0.61 in controls versus 2.8+0.98 with H. pylori SS1 strain and

3.2+0.41 with H. felis, p<0.001).

Amyloid deposition

No amyloid plague was detected in C57BL/6j mice after 18 months of infection, whether
H. pylori SS1 or H. felis, nor in non-infected negative controls, whereas amyloid deposition
was present in positive control APP-PS1 mice with Thioflavin-S stain (Figure 1) or anti AR

immunostaining (data not shown).

Neuroinflammation

The GFAP-positive astrocyte count and area were not significantly different between control
and infected WT mice. APP-PS1 mice presented a higher number and a larger area occupied
by GFAP-positive astrocytes than WT mice (Figure 2 a, b). Ibal-positive microglial cell count
and area were also increased in APP-PS1 mice compared to WT mice, moreover no

difference was observed between infected and non-infected WT mice (Figure 3 a, b).



Discussion

Unlike previous studies with HSV or C. pneumoniae, this study failed to show an induction of
AD-like lesions in the brain of non-predisposed mice after an 18-month period H. pylori
infection. In fact, Little et al. [13] obtained amyloid plagues with astroglial activation in the
brain of non-transgenic BALB/c mice following a 3-month infection with C. pneumoniae
isolated from the brain of an AD patient post-mortem, and Wozniak et al. [14] found
deposition of AR;.4, on brain sections from a BALB/c mice 5 days after HSV1 infection, using
a strain isolated from a patient with a herpes simplex encephalitis. In both studies, the
infectious agent was isolated from a human brain. But, recently, Eisele et al. [24] showed
that the intraperitoneal administration of B-Amyloid Precursor Protein (BAPP)-transgenic
mice (Tg) brain extract into young BAPP-Tg mice triggered cerebral amyloid deposit after 7
months whereas intraperitoneal inoculation with phosphate-buffered saline (PBS) or brain
extract from age-matched, non-tg wild-type mice was ineffective. Perhaps HSV and
C. pneumoniae isolated from humans were associated with the presence of AR peptides
which may have behaved like a prion protein in recipient mice. To our knowledge, results of
these 2 studies were not able to be reproduced by others despite several attempts; Boelen
et al. did not observe any amyloid plaques in 3-month C. pneumoniae infected WT BALB/c
mice [25] and Guzman-Sanchez et al. [26] concluded that the presence of HSV-1 (16 months
post-infection) did not directly cause any significant neurodegeneration in the brain of
C57BL/6J mice.

H. pylori is responsible for asymptomatic gastritis in 90% of the cases. The consequences of
its low grade but lifelong inflammation have been implicated in several extradigestive
diseases but remain controversial [20]. In contrast to HSV or C. pneumoniae, H. pylori

cerebral tropism is not very likely, despite the fact that its DNA was found in extragastric



locations, like atherosclerotic plaques [27]. Several hypotheses have been suggested to
explain the association between H. pylori and extradigestive diseases like the effect of the
systemic inflammation induced by the infection or autoimmune processes mediated by
molecular mimicry [28]. Our results do not support the hypothesis that gastric inflammation
induced by H. pylori infection triggers activation of neuroinflammation in this non-Tg mouse
model. The neuroinflammation is described in this study with the number and the area
occupied by astroglial and microglial cells, the increase of these two data is an indirect but

but a well-accepted sign of activation [29, 30].

The choice of C57BI6 mice (rather than BALB/c background) was based on their ability to
develop a stronger Thl immune response to Helicobacter infection than BALB/c mice. This
Th1l immune response enhanced gastritis induced by Helicobacters [32] and increased the
probability of a systemic inflammation as similar to that is observed in humans. H. felis was
also chosen even though it is not a usual pathogen in humans because it is a strong gastric
inflammation inducer in mice [33].

Further studies on the impact of H. pylori infection on AD predisposed mice should produce
interesting results. In fact, H. pylori infection does not induce amyloid deposition nor does it
increase neuroinflammation at this stage in WT mice, but we cannot exclude that these

phenomena could be worsened by the infection if the AD pathology is already in progress.
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Figure Legends

Figure 1. Brain histological results. Amyloid deposition. Coronal hemibrain sections from
APP-PS1 (A), control (B), H. pylori SS1 (C) and H. felis (D) infected mice after thioflavine-S
staining.

Figure 2. GFAP-positive astrocyte area (percentage of area occupied by GFAP-positive
astrocytes) and count (number of GFAP-positive astrocyte/mm?) in the hippocampus (a) and
the cortex with cortical sections from APP-PS1 (A), control (B), H. pylori SS1 (C) and H. felis
(D) infected mice after anti-GFAP immunochemistry (b). *p<0.001

Figure 3. Iba 1-positive microglial cell area (percentage of area occupied by GFAP-positive
astrocytes) and count (number of GFAP-positive astrocyte/mm?) in the hippocampus (a) and
the cortex with cortical sections from APP-PS1 (A), control (B), H. pylori SS1 (C) and H. felis

(D) infected mice after anti-ibal immunochemistry (b). *p<0.001
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Figure 1
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Figure 2

a — Hippocampal GFAP-positives astrocytes

Hippocampal astroglial cell area Hippocampal astroglial cell count

800+ |

600+ ° A

[ ]
400- —2o—

200+

GFAP-positive astrocyte area (%)
[ J
[}
[
GFAP-positive astrocyte count /mm?2

b — Cortical GFAP-positive astrocytes

Cortical astroglial cell area Cortical astroglial cell count
N
g 57 £ 5001
e | €
(1} =
o 47 A 8 A,
% o 6004 A
s ° £ 4007 v o
g v g —'—!'—v o®
7 o]V e 2 2004 7 °
8 v —_— B Py
g o _o® []
2 0 2 >
I Ll I I
L N N 5 N o 0 T T T T
o O o N ) < > i @ N
o& Q*\ Qv'@ QQQ % (’\éo \\\o ;@\\ QQQ
tY v ® &t ® &

19



20



Figure 3

a — Hippocampal ibal-positives microglial cells
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V. L’INFECTION A HELICOBACTER SPP AGGRAVE-T-ELLE LES TROUBLES DU
COMPORTEMENT ET LES LESIONS CEREBRALES DE SOURIS TRANSGENIQUES

PREDISPOSEES A LA MALADIE D’ ALZHEIMER ?

Devant I'absence d’induction de plague amyloide par H. pylori, |'étape suivante de notre
raisonnement était de savoir si I'infection pouvait aggraver le comportement et les lésions
histologiques de souris prédisposées a la maladie d’Alzheimer.

Il existe de nombreux modeles de souris transgéniques capables de reproduire les lésions
histopathologiques de la maladie d’Alzheimer en particulier les plagues amyloides. Ces souris
ont été génétiquement modifiées par I'incorporation de génes humains mutés responsables
des formes familiales de la maladie (APP et préséniline). D’autres modeles sont également
capables de développer des dégénérescences neurofibrillaires aprés I'incorporation du géne
d’une protéine tau humaine (72). Nous avons choisi de travailler sur un modéle portant une
double mutation : la mutation suédoise de I’APP (APPswe) et une mutation (délétion) de la
préséniline PS1dE9. Les modeéles de souris qui possédent ces deux mutations présentent des
plagues amyloides plus précocement (139) que les souris porteuses d’une seule mutation.
Nous avons infecté ces souris avec H. felis et H. pylori et étudié leur comportement ainsi que
leurs Iésions cérébrales (amyloidopathie et neuroinflammation) a 4, 6 et 10 mois.

Alors gu’un plus grand nombre de plaques amyloides a été retrouvé chez les souris infectées
par H. pylori dés 6 mois, cette augmentation n’était pas associée a un déficit cognitif plus
important ou une neuroinflammation augmentée.

Les deux principales difficultés que nous avons rencontrées ont été la réalisation des tests
cognitifs dans une animalerie de confinement A2 et la quantification des anomalies
histologiques.

L'utilisation d’'une animalerie de confinement A2 était nécessaire car nous avons infecté les
souris avec H. pylori classé selon I’'OMS comme un pathogéne carcinogéne de classe |, de plus,
I'objectif principal de notre travail était d’étudier I'impact spécifique de l'infection sur le
comportement et les lésions histologiques. Pour cela, les souris étudiées devaient étre
exemptes d’organisme pathogéne spécifiqgue (EOPS) y compris les espéces du genre
Helicobacter. Pour maintenir cet état sanitaire des souris, des conditions strictes sont

nécessaires : portoirs ventilés, stérilisation de la nourriture, du matériel importé dans

-55-



I’'animalerie, port de combinaisons, masques et gants... les manipulations d’animaux se font
sous un poste de sécurité microbiologique (PSM). Nous avons donc du adapter les tests
comportementaux a ces conditions. Nous avons choisi de réaliser 4 tests : le labyrinthe en Y
estime la mémoire hippocampique (264), le « open field » teste I'anxiété et la locomotion des
souris (41), la reconnaissance d’un objet déplacé évalue la mémoire visuelle (41) et enfin
I'interaction sociale apprécie la capacité de la souris a s’intéresser a d’autres souris et semble
altérée de maniére précoce chez les souris transgéniques porteuses de la double mutation
APPswe et PS1dE9 (244). Ces tests ont donc été réalisés dans des conditions particulieres dont
on doit tenir compte pour leur interprétation.

La deuxieme difficulté rencontrée lors de cette étude était la quantification des résultats
histologiques. En effet, bien que les techniques d’histologie aient été réalisées dans les
mémes conditions, il existait des différences de marquage. Pour pallier a ces difficultés, nous
avons utilisé un logiciel de quantification spécifiqgue de I'immunohistochimie avec la
réalisation d’un seuillage le plus comparable possible entre les coupes. Nous avons également
complété ces résultats par la quantification de I'expression de genes par PCR en quantifiant
les ARN messagers.

Ce travail a permis d’étudier I'impact cognitif et histopathologique de linfection sur un
modele animal de maladie d’Alzheimer mais les résultats obtenus ne permettent pas de

conclure a I'absence ou a la présence d’une association de maniere définitive.

Ce travail n’a pas encore été soumis pour publication. Certaines données doivent encore étre

complétées. Nous avons toutefois choisi de présenter les résultats sous la forme d’un article.

Article 4. Does Helicobacter pylori infection impact Alzheimer’s disease course? An animal
study. Roubaud Baudron C, blaszczyk L, Varon C, Chambonnier L, Giese A, Macrez N,
Pietropaolo S, Leste-Lasserre T, Costet P, Rousseau B, Fénelon V, Cho Y, Mégraud F and Salles

N
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Background. Helicobacter pylori infection seems to play a critical role in extra-gastric
diseases including Alzheimer’s dementia (AD). Chronic H. pylori infection could worsen AD
lesions via atherosclerosis and inflammation.

Objective. To determine the impact of Helicobacter species infection on cerebral lesions and
the behaviour of AD transgenic (Tg) mice and their wild type (WT) littermates. .

Methods. Tg mice (APPswe/PS1dE9) and their WT littermates were infected with H. pylori
(n=60) or Helicobacter felis (n=60) or left uninfected (n=60). Cognitive performances (Y-maze,
open field, novel object location and direct social interaction) and histological abnormalities
were evaluated at 4, 6 and 10 months of age. Brain specimens were processed to detect
cerebral amyloid plaques (thioflavin-S stain) and astroglial and microglial cells
(immunochemistry anti-GFAP and anti-iba-1, respectively). Stomach specimens were
processed to detect gastric lesions (hematoxylin and eosin stain). The levels of expression of
several genes involved in neuroinflammation (especially gfap and iba-1) were evaluated by
quantitative polymerase chain reaction (g-PCR).

Results. H. pylori did not lead to any histological or behavioural consequences at 4 months
of age, however, at 6 months of age, it was associated with an increased number of amyloid
plaques in Tg mice but without changes in behaviours. At 10 months of age, Tg mice showed
impaired cognitive and social behaviour with a higher neuroinflammation (immunochemistry
and g-PCR) than WT littermates.

Conclusion. H. pylori infection was associated with an increased number of brain amyloid
plagues, but not with increased neuroinflammation nor a worsening behaviour at 6 and 10
months of age. More studies are needed to conclude that there is an association between

H. pylori infection and AD.



Key words: neuroinflammation, Helicobacter pylori, GFAP, iba-1, Alzheimer’s disease,

thioflavin-S, dementia, transgenic mice, APPswe-PS1dE9, social behavior, cognition



Introduction

Despite a great amount of investigation to try and explain Alzheimer’s disease (AD)
pathophysiology, the cause of this neurodegenerative disease is still unknown and current
treatments are disappointing. The main hypothesis is the development of an amyloid
cascade (1, 2) in which an accumulation of amyloid B-peptide (AB) drives AD pathogenesis.
The inflammatory hypothesis rests on the influence of microglial and astroglial cells in the AB
clearance (3) which seems to decrease and explains the AP accumulation (4) and the
secretion of deleterious cytokines (5). The vascular hypothesis is based on epidemiological
studies which report that cardiovascular risk factors (6) increase the incidence of AD. The
predominant role of the blood brain barrier is also studied (7). Alois Alzheimer already
suggested that an infectious agent could be associated with the neurodegenerative disease
he described (8). Thus, the link between AD and several infectious agents has been proposed,
especially Herpes Simplex Virus (HSV), Chlamydia pneumonia and spirochetes based on
epidemiological (9-18) and experimental (19-24) studies. Systemic inflammation, regardless
of its aetiology, has also been described as a mechanism increasing cognitive decline (25).
More recently, an association with Helicobacter pylori has also been considered. This
infection is acquired during childhood and often persists during an entire lifetime inducing
chronic gastric inflammation. This gastritis remains asymptomatic in approximately 80% of
the cases and represents a chronic inflammatory model (26). Via Increasing systemic
inflammation and homocysteine levels, H. pylori infection may contribute to worsen AD
lesions. Case-control (27, 28) and cohort studies (29-33) found that H. pylori infection is
more prevalent among AD patients than non-AD patients and increases the risk of
developing AD. More recently, in an experimental study where wild type (WT) C57BL6 mice

were infected by H. pylori for 18 months, we did not observe any brain amyloid induction or



increased neuroinflammation (data submitted for publication) whereas Wozniak et al. (23)
and Little et al. (20) detected amyloid plaques in the brains of WT mice infected with HSV
and C. pneumoniae respectively.

Despite failing to induce amyloid deposition in a WT murine model, we decided to test the
hypothesis that H. pylori infection may worsen damage described in a transgenic (Tg) mouse
model of AD. To confirm this hypothesis, we infected APPswe/PS1dE9 mice and their WT
littermates with Helicobacter spp and we studied their behaviour, brain amyloid deposition

and neuroinflammation.



Materials and Methods

Animals

All animal experiments were performed in level 2 animal facilities at the University of
Bordeaux according to institutional guidelines defined by the local Ethical Committee of the
University of Bordeaux and in conformity with the French Ministry of Agriculture Guidelines
on Animal Care and the French Committee of Genetic Engineering (approval number No.
50120144-A).

Double transgenic male APPswe/PS1dE9 mice were free of pathogenic agents including
Helicobacter species (Jackson Laboratory stock number 005864, Bar Harbor, ME, USA). The
colony was maintained as hemizygotes by crossing Tg mice with B6C3F1/J mice in individual
ventilated cages. Male littermates were used for WT controls. The Tg mice expressed a
mutant form of the human familial AD variant of PS1dE9 (deletion of exon 9) and a chimeric
mouse/human amyloid precursor protein APPswe (mouse APP695) harbouring a human AR
domain and mutations K595N and M596L linked to Swedish familial AD kindred under the
control of the mouse prion protein promoter (34, 35). This mouse model presents an
increased amount of brain amyloid deposits, neuroinflammation and cognitive deterioration
with age (36, 37). All mice were genotyped using DNA collected from the tail.

Thirty 12-week old female NMRI mice were used as stimuli in the direct social interaction
test. They were purchased from Charles River (Boston, MA, USA) and were germfree, housed
in groups of 4-5 individuals, and left undisturbed for at least two weeks before being used

for testing.



Infection of mice with Helicobacter species

For mice infection, H. pylori SS1 and Helicobacter felis CS1 strains were grown on agar plates
and cultured under microaerobic conditions (N,: 85%; O,: 5%; CO,: 10%) at 37°C as
previously described (38). Ten week-old WT and Tg males were infected by oral gavage with
the bacterial suspension every day for 3 days (H. pylori SS1, n=75, and H. felis CS1, n=75) at 3
weeks of age as described previously (38, 39). Non-infected mice (control group, n=75) were
given phosphate buffered saline (PBS) alone. Groups of 30 WT and 45 Tg were used for each
specific infection, based on the expected mortality rate of 33% (40). Mice were housed five
per microisolator cage on ventilated shelves on a 12-hour day/night cycle with constant
humidity and temperature control, with a low content vitamin diet and water ad libidum. All

testing occurred during the light phase.

Behavioural procedures

Cognitive performance was evaluated at 4, 6 and 10 months of age. For that, one-third of
the non-infected (n=20), the H. pylori SS1 infected mice (n=20) and the H. felis infected mice
(n=20) were cognitively tested and sacrificed at each time point (Figure 1). Each subgroup
consisted of half Tg and half WT mice. Regarding the infectious status, mice could not be
tested alternatively because of the risk of cross-contamination between groups. Regarding
the number of mice evaluated, the sequence of behavioural testing was repeated two weeks,
carried out under identical conditions, so that, half of non-infected mice were tested with
the H. pylori infected mice the first week and the other half of non-infected mice with the
H. felis infected mice the second week. Mice were subjected to the same following sequence
of behavioural testing. On Day 1, they were assessed in the Y-maze. On Day 2, they were

habituated to the object arena and their open field behaviour was recorded without the two



identical objects, followed on Day 3 by the sequential object location test. Finally, on the last

Day 4, the direct social interaction was recorded.

Spatial recognition in the Y-maze

Apparatus and procedures

A grey plastic Y-maze adapted to the size of the biosafety cabinet was designed as follows:
three identical arms were spaced at 120° from each other, and they measured 35 cm long,
5.2 cm wide and 9.8 cm high. A Plexiglass plate covering the Y-maze was used to avoid the
mice escaping. Extra maze visual cues were put on the walls of the safety cabinet. A camera
localized above the Y-maze tracked images.

Each mouse was isolated in a cage (365 x 207 x 140 mm) for 20 min. During the first sample
period, the mouse was placed at the end of the “start” arm and allowed to explore freely
both the “start” and the “familiar” arm for 5 min, while the third arm (“novel” arm) was
closed by a grey door at the entrance. Then the mouse was removed from the Y-maze and
placed for 10 min in its waiting cage. During the second test period, the door blocking the
“novel arm” was removed. The mouse was placed at the end of the same “start arm” and
allowed to explore the entire maze for 2 min. Timing of the 2 min test phase period was
initiated only once the mouse had left the start arm. In the interval between the sample and
the test phase, the apparatus was cleaned with alcohol and water to remove odour residue.
Allocation of arms (“start”, “familiar” and “novel”) was counterbalanced within each
experimental group.

Variables measured

An observer, unaware of either the genotype or the infectious status, measured the time

III

spent in the “start”, “familiar” and “novel” arms. The time spent exploring the “novel” arm



was compared according to the different genotype/infectious groups. A ratio of the time
spent in the “novel” arm divided by the time spent in all three arms (Preference Index) was

calculated.

Open field

Apparatus and procedures

After being isolated for at least 10 minutes, mice were habituated to the open field arena
(425 x 266 x 185 mm) on Day 2. The bottom and sides of the cage were made of plastic
covered with an opaque tissue. They were allowed to explore the arena freely for 20 min
and were recorded with a digital camera placed above the arena. The centre of the arena
was defined as a remote rectangle 5 cm from the arena edges.

Variables measured

Recorded videoframes were analyzed using Ethovision Software (Noldus, Wageningen, The
Netherlands). The total distance moved and the percentage of time spent in the centre were
measured as indicators of the locomotor performance and the emotional reactivity,

respectively.

New object location

Apparatus and procedures

On Day 3, two identical dark parallelepiped objects were put in adjacent corners of the arena.
Mice were free to explore these two objects for 10 min after which they were removed and
placed in a holding cage for 30 min. In the second trial, one of the identical objects was
moved to a new location (another corner of the arena so that the two objects were at

opposite positions) and mice were allowed to explore them for 5 min.
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Variables measured

An observer, blind to all conditions, manually scored the object exploration times using then
recorded images. The time spent exploring the new object (i.e. sniffing the object) and
preference index (ratio of time spent exploring the object at the new location divided by the
time spent exploring the 2 objects) were compared between genotype/infectious groups.

The preference index was also compared to the chance level (50%, one-sample t-test).

Direct social interaction with an adult female

Apparatus and procedures

Direct social interaction was evaluated in a standard mouse cage in which the experimental
animals were isolated for 1 hour for habituation. An unfamiliar stimulus mouse (a 12-week-
old NMRI female) was introduced into the cage and left for 3 min. A camera located in front
of the cage tracked images. Each stimulus animal was employed several times in the same
experiment (2-3 times in total). The use and order of presentation of the stimulus animal
were balanced across genotypes. The NMRI strain is commonly employed in studies of social
behaviour, because of its high level of sociability (41).

Variables measured

An observer, unaware of the genotype and the infectious status, analyzed images between 0
and 3 min using ETHOLOG software (42). The recorded time that the experimental animal
spent performing several behavioural categories was scored (43). Sniffing the anogenital
region, the nose or the rest of the body, allogrooming (i.e. grooming the NMRI mouse) and
mounting were considered as affiliate behaviour. Digging, self-grooming and rearing were

considered as non-social activities.
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Histological analysis

Tissue processing

After behavioural procedures, mice were anesthetized with isoflurane and
ketamine/xylazine. Then mice were euthanized by cervical dislocation. Stomachs were
removed and fixed for 24 h in a 3.7 % neutral-buffered formalin solution (Sigma Aldrich,
Saint Louis, MI, USA). Brains were removed and cut longitudinally; half of the brain was fixed
in 4% paraformaldehyde with 0.01% glutaraldehyde solution (Sigma Aldrich) and the other
half was dissected in several parts (cortex and hippocampus) and frozen at -80°C. Stomach
and brain fixations were followed by standard histological processing and paraffin

embedding.

Histological and immunohistochemical staining

Three um sections from paraffin-embedded stomachs were processed for
hematoxylin/eosin/safran (HES) staining following the standard procedure. Five um brain
sections were deparaffinised, rehydrated and stained with 1% thioflavin-S (Sigma Aldrich) for
8 min then washed with Tris buffered saline (TBS) (2 times 15 min) and 50% ethanol solution
(2 times 15 min), and mounted with Vectashield anti-fade mounting medium (Vector
Laboratories, Peterborough, UK).

For immunohistochemistry detection, 5 um sections from paraffin-embedded brains were
rehydrated, washed and heated to 100°C for 30 min for antigen retrieval using a homemade
buffer, Tris ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA 1 mM), pH 9, then left for 30 min at room
temperature (RT). After washing in TBS (3 times 10 min), endogenous peroxidases were
inhibited with 3% hydrogen peroxide in H,0 for 5 min. Sections were blocked for 30 min in a

solution of bovine serum albumin (BSA, 1%) with goat serum (10%) in TBS (Sigma Aldrich).
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Slides were then incubated for 3 h at RT with primary rabbit anti-GFAP (1:2000) (Dako,
Trappes, France) or anti-iba-1 (1:1000) (Wako, Osaka, Japan) (Invitrogen, Saint Aubin,
France) for detection of astroglia and microglia, respectively, followed by a 30 min
incubation at RT with labelled polymer-HRP anti-rabbit antibodies (DAKO Envision Systems,
Dako), washed with TBS and revealed by an additional 10 min incubation with Liquid DAB
Substrate-Chromogen System (DAKO) at RT. Slides were counterstained with haematoxylin,

dehydrated and mounted with Eukitt-mounting medium (Labonord, Pessac, France).

Histological scoring

Gastric histology was scored blindly using a numerical scale of 1 to 4 for quantification of
inflammation as previously described (38). Hippocampal and cortical GFAP-positive astrocyte
and iba-1-positive microglial cell counts and areas were determined automatically by
Mercator software (Explora Nova, Mercator, La Rochelle, France) on coronal sections
localized approximately 1.8 mm behind the bregma when scanned by Panoramic viewer 1.15
(3D Histech, Budapest, Hungary) (44). The threshold of detection was held constant during
analysis and all measurements were conducted in a blinded fashion. Amyloid plaques on

thioflavin-S slides were counted manually also in a blinded fashion.

Quantitative real-time PCR (q-PCR).

Cortical and hippocampal brain tissue samples were homogenized in Trizol (Fermentas,
Fisher Scientific SAS, lllkirch, France) and RNA was isolated using a standard
chloroform/isopropanol protocol (45). RNA was processed and analyzed following an
adaptation of published methods (46, 47). Briefly, cDNA was synthesized from 2 g of total

RNA using RevertAid Premium Reverse Transcriptase (Fermentas) and primed with oligo-dT
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primers (Fermentas) and random primers (Fermentas). Q-PCR was performed using a
LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Meylan, France). Q-PCR reactions were
carried out in duplicate for each sample, using transcript-specific primers, cDNA (4 ng) and
LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche) in a final volume of 10 ul. The PCR data were
exported and analyzed in an informatics tool (Gene Expression Analysis Software
Environment) developed at the Neuro Centre Magendie, in Bordeaux, France. For the
determination of the reference gene, the Genorm method was used (47). Relative
expression analysis was corrected for PCR efficiency and normalized against two reference
genes. In particular, the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gapdh) and the
tubulin alpha 4A (tuba4a) genes were used as reference genes for the brain cortex, while the
translation elongation factor 1 (eeflal) and the succinate dehydrogenase complex subunit A
(sdha) genes were used as reference genes for the hippocampus. The relative level of

A5CTY method with non-infected WT mice

expression was calculated using the comparative (2°
as reference at each point of sacrifice (48). Primer sequences are reported in table 1. The
level of gene expression concerned the neuroinflammation: astrocytes (gfap, vimentin),
microglia (iba-1, cd11b), tumour necrosis factor (tnf)-a, cyclo-oxygenase 2, nuclear factor-

kappa B (NFkB) (49, 50), the endothelial cell junction (occludin, claudin-5 (51, 52) ) and finally

human app.

Statistical analysis

Quantitative results were expressed as a mean +/- standard error (SE). At each age of
sacrifice (M4, M6 and M10) cognitive and histological data were analyzed using a two way-
ANOVA with infectious status and genotype as between-group factors followed by a post

hoc Tukey’s test. For the comparison of amyloid plaqgues and mRNA human app, age and

11



infectious status were used as factors for the two-way ANOVA. For the new object location,
the preference index was also compared to chance level (0.5, one-sample t-test).

All statistical analyses were performed with GraphPad Prism 6.03 (GraphPad Software, San

Diego, CA, USA).

1<



Results

Behaviour

Y-maze

During the first sample period, mice showed no preference for either of the two arms of the
maze (data not shown). No significant effect of the infection or the genotype was observed
at 4 and 6 months of age regarding the time spent in the new arm (Figure 2, upper) and the
Preference Index (Figure 2, lower). At 10 months of age, Tg mice spent less time in the new
arm (genotype effect F(1, 50)=5.55, p=0.022) irrespective of the infectious status (genotype
x infection interaction F(2, 50)=0.87, p=0.42) and the Preference Index was decreased in the
Tg mice (genotype effect F(1,53)=6.38, p=0.015) irrespective of the infectious status

(infection x genotype interaction F(2, 53)= 0.91, p=0.41).

Open field

During habituation of the arena (Figure 3), at 4 months of age, H. pylori Tg mice travelled a
greater distance than the other groups of mice contributing to a significant effect of
infection (F(2, 53)=8.91, p<0.001) and genotype (F(1, 53)=10.5, p<0.001), but no significant
genotype x infection interaction was observed (F(2, 53)=2.26, p=0.11). At 6 and 10 months of
age, no effects of infection or genotype were observed. The percentage of time spent in the

centre was not significantly different regarding genotype and infectious status.

Novel object location
While no effect was observed at 4 and 6 months, at 10 months of age, Tg mice spent more

time sniffing the object at the new location (F(1, 57)=11.1, p<0.001); this was irrespective of
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the infectious status (genotype x infection interaction F(2, 57)=1.4, p=0.25, Figure 4). When
the index preference was compared to the chance level (0.5, one simple t-test), non-infected
WT (p=0.013) and H. pylori infected WT mice (p=0.006) exhibited a preference for the object
at the new location at 4 months of age, while all mice presented a preference for the object
at the new location compared to the chance level at 6 months of age. At 10 months of age,
only non-infected WT mice (p=0.024) and H. felis infected WT mice (p=0.011) demonstrated

a preference for the object at the new location compared to the chance level.

Social interaction

No significant effects of infectious status and genotype were observed neither at 4 nor at 6
months of age. However, at 10 months of age, Tg mice, irrespective of the infection status,
displayed lower levels of affiliation compared with their WT littermates (genotype effect
F(1, 54)=25.5, p<0.001; genotype x infection interaction F(2, 54)=1.01, p=0.34, Figure 5).

Regarding non-social interaction no significant differences were observed (data not shown).

Gastric inflammation

At 4 months of age, the gastric inflammation score was already higher in infected groups,
(infection effect F(2, 51)=69.3, p<0.001), whether Tg or WT (genotype effect F(1, 51)=0.15,
p=0.70; genotype x age interaction F(2, 51)=0.80, p=0.45). H. felis infection induced a higher
inflammation than H. pylori (post hoc, p<0.001)(Figure 6). Gastric inflammation scores at 6

and 10 months of age are not yet available.

Amyloid deposition

Senile plagues were detected in 4 month-old Tg mice and there was an overall increase in
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the number of plaques with age (age effect F(2, 89)=497, p<0.001) (Figure 7). Infection was
associated with an increase in senile plaques (infection effect F(2,89)=6.74, p=0.02)
irrespective of the genotype (F(4, 89)=1.7, p=0.15). In fact, at 6 months of age, the number
of plaques increased in the H. pylori infected group (post hoc, p=0.04). This difference was

confirmed at 10 months of age (post hoc, p=0.03). Results are presented in Figure 8.

Neuroinflammation

Representative pictures of iba-1-positive microglial cells in the cortex of infected and non-
infected mice at different ages are shown in Figure 9. Quantitative results are not yet
available at 4 and 6 months of age. At 10 months of age, iba-1-positive microglial cells were
more numerous (genotype effect F(2,64)=19.2, p<0.001) and occupied a larger area
(genotype effect F(1, 66)=19.4, p<0.001) in the Tg mouse hippocampus. This effect was also
observed in the Tg mouse cortex (number of cells (genotype effect F(1,59)=61.9, p<0.001);
cell area (genotype effect F(1,65)=36.3, p<0.001)). No infection effect was observed and
there was no interaction between age and infection (Figure 10).

Results also showed more numerous GFAP-positive astroglial cells which occupied a higher
area in the cortex of Tg mice compared to WT mice at 10 months of age (genotype effect
area (F(1,54)=64, p<0.001); number (F(1, 52)=110, p<0.001)). Representative pictures are
shown in Figure 11. In the hippocampus no difference between genotype was noticed. The
infection was not associated with an increase in astroglial activation in the cortex or in the

hippocampus (Figure 12).
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Quantitative real-time PCR (q-PCR)

Results of quantitative real-time PCR in the cortex and the hippocampus are presented in
Figures 13 and 14, respectively.

At 10 months of age, irrespective of the infectious status, Tg mice exhibited increased
cortical messenger RNA (mRNA) levels of ibal (F(1,54)=34.3, p<0.001), cd11b (F(1,54)=22,
p<0.001) gfap (F(1, 54)=270, p<0.001), tnf-a (F(1, 54)=29, p<0.001) and il-6 (F(1,54)=12.1,
p<0.001). These increases in Tg mice were also present from 6-months of age for gfap (F(1,
54)=77, =<0.001) and for tnf-a (F(1, 54)=7, p=0.001). Infections, irrespective of the genotype,
were associated with a decrease in cortical mRNA levels of expression of ibal (F(1, 51)=14,
p<0.001) from 6 months of age and of gfap (F(1, 51)=3.4, p=0.038), nfkb (F(1, 51)=12.2,
p<0.001), cox 2 (F(1, 51)=23.2, p<0.001) and cd11b (F(1, 51)=15, p<0.001) from 4 months of
age. However infection was associated with an increase in cortical mRNA levels of il-6 at 10
months of age irrespective of the genotype (infection effect F(1, 24)=3.2, p=0.048). Cortical
or hippocampal human APP mRNA decreased in Tg infected mice (infection effect, cortex
F(2, 81)=10, p<0.001 ; hippocampus F(2, 79)=8.2, p<0.001). Infection was associated with a
decrease in claudin-5 mRNA levels (infection effect F(1, 53)=9.3, p<0.001) at 6-months of age
but with an increase at 10-month of age (infection effect F(1, 53)=10, p<0.001). Results in

the hippocampus showed the same trends.
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Discussion

Several epidemiological studies support a link between AD and H. pylori infection (27-33, 53)
but potential confounding factors could explain such an association. To bypass these
epidemiological elements, especially socioeconomic conditions, we studied the impact of the
infection in @ murine model of AD.

The main result of this study is the increase in the amyloid plaque number in the brain of
H. pylori infected Tg mice compared to non-infected Tg mice from 6 months of age. However
this result has to be considered cautiously. In fact, amyloid plaques were manually counted
and the area occupied by these amyloid plaques was not available. In principle, this manual
method can be considered suitable because indeed the number of plaques in brain samples
of non-infected Tg mice is comparable to data previously published (37). However, the
number of plaques is an indirect element of the amyloid burden. Moreover, the level of
expression of the human app gene was lower in infected Tg mice. These preliminary
histological results have to be confirmed by an automatic quantification (number and area)
after slide scanning.

One of the several hypotheses explaining the link between H. pylori infection and AD is
based on the possible increase in brain inflammation via an induced systemic inflammation.
Whereas we found increased neuroinflammation in the brain of Tg mice compared to WT
mice as previously described in this murine model (49), histological results showed no
difference regarding infectious status and to the contrary, brain expression of several
neuroinflammation genes (iba-1, gfap, cd11b, tnf-a, nfkb, cox2) measured by g-PCR was
decreased due to the infection at 4 and 6 months of age. We do not have an explanation for
this decrease. These results do not support our hypothesis of an impact of the inflammation

induced by H. pylori on neuroinflammation. Thereby, the association between the H. pylori
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infection and systemic inflammation is still debatable (54-63). Moreover, the choice of a
reliable marker of systemic chronic inflammation is difficult because most of them have a
short half-life. Two Helicobacter species were used in this study. H. pylori is the main species
responsible for infection in humans and H. felis is known to induce higher gastric
inflammation than H. pylori in mice (38). In the future, it would be interesting to test a
correlation between gastric inflammation, amyloid burden, cognitive deficits and
neuroinflammation and to measure several pro-inflammatory cytokines in mouse serum.
Another hypothesis regarding the H. pylori-AD link is a vascular association. Amyloid
angiopathy was not examined in this study but the expression of two endothelial cell
junction genes was considered without conclusive results whereas AB seems to influence
endothelial cell tight junctions in the human brain (51) and the rat brain (52).

Although H. pylori infection was associated with more numerous brain amyloid plaques, its
influence on behaviour was not detected in this study. In fact, infection was not associated
with a behavioural deterioration. Among the four cognitive tests used, direct social
interaction, novel object location and Y-maze presented a difference between Tg and WT
mice at 10 months of age. The open field showed that WT and Tg mice had the same
locomotor performance and emotional reactivity. A comparison of these results with
previously published data is difficult because they were run under specific conditions. In fact,
H. pylori is a class | human carcinogen according to the World Health Organization (64), so
behavioural tests with infected experimental animals had to be carried out in a safety
cabinet. Consequently we had to take several constraints into consideration, especially space,
noise and light. Because of the ventilation under the safety cabinet, the odour recognition
task was not carried out. The hippocampal-dependent spatial learning was evaluated by the

Y-maze instead of the more widely used Morris water maze (40, 49) because it was not

21



feasible in our study. Direct social interaction was already carried out with double mutant
AD Tg mice but not with our exact strain (43), however other social tests have been used
with our strain (65). Finally, despite the technical difficulties, three tests were validated and
no association between infection and behavioural deterioration was found.

The negative results of our study can be explained by several elements. First of all,
Helicobacter species infection, despite positive epidemiological studies, does not have an
impact on the severity of AD. Second, by the choice of three evaluation time points (4, 6 and
10 months of age) was debatable. In the APPswe/PS1dE9 murine model, amyloid plaques
appeared between 4 and 6 months of age (34, 36, 37), and some cognitive deficits appeared
before amyloid deposition like novel object location (66) and most the studies found
cognitive deficits around 7-8 months of age (40, 49, 67). Therefore, by choosing 4 and 6
months of age, our aim was to determine whether the infection accelerates amyloid
deposition and cognitive deficits. The end point at 10 months of age was established to
confirm 4 and 6 month results. However, a posteriori, this endpoint seems too early. In fact,
neuroinflammation and cognitive deficits were only present at 10 months of age. A later
point would have possibly provided more information. Finally, this AD murine model only
reproduces amyloid pathology and not Tau pathology, the other histological hallmark of AD.
Thus we cannot exclude that Helicobacter infection is associated with the Tau pathology. In a
previous study, we found that AD patients infected by H. pylori had a higher level of
phosphorylated protein Tau in cerebrospinal fluid compared to non-infected AD patients

(53).

In conclusion, this preliminary animal study explored for the first time a possible association

between AD and H. pylori infection. H. pylori appears to be associated with an increased
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amyloid burden but this result needs to be confirmed by an automated analysis. This
increase in the amyloid burden was not associated with deteriorating behaviour or with an
increased neuroinflammation in APPswe/PS1dE9 mice. More studies are needed to conclude

whether there is an association or not between AD and Helicobacter infection.
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Figure 1. Behavioural procedure. Q-PCR, quantitative polymerase chain reaction; WT, wild
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Figure 2. Y-maze. Time spent in the “new” arm (up) and Preference Index (Ratio of the time

spent in the “new” arm divided by the time spent in the “new” + “familiar”
(down) at 4, 6 and 10 months of age. Error Bar: +
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Figure 6. Gastric inflammation at 4 months of age. * p<0.05 versus non-infected WT mice,
** p<0.05 versus H. pylori infected WT mice. Error Bar: + 1 Standard Error

Figure 7. Amyloid deposition. lllustrative example of senile plaque evolution at 4 (left), 6
(middle) and 10 (right) months of age after thioflavin S staining in coronal sections of the
cortex from non-infected (A) or infected by H. pylori (B) or H. felis (C) Tg mice.
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Figure 9C

Figure 9. Microglial distribution. Illustrative examples of microglial cell distribution after
anti-iba-1 immunostaining of Tg (left) and WT (right) cortical brain sections of non-infected
mice (A,D) and mice infected by H. pylori (B, E) or H. felis (C,F) at 4 (figure 9A), 6 (figure 9B)
and 10 (figure 9C) months of age.
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Figure 11A
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Figure 11C

Figure 11. Astrocyte distribution. Illustrative examples of astroglial cell distribution after
anti-GFAP immunostaining of Tg (left) and WT (right) cortical brain sections of non-infected
mice (A,D) and mice infected by H. pylori (B, E) or H. felis (C,F) at 4 (figure 11A), 6 (figure 11B)
and 10 (figure 11C) months of age
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Figure 13. Quantitative real time PCR in cortex. * p<0.05 non infected WT mice versus the
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Figure 14. Quantitative real time PCR in hippocampus. * p<0.05 non infected WT mice
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infected Tg mice. # p<0.05 WT versus Tg within each infection group. Error Bar: £ 1 Standard
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Table 1. Primers sequences used for quantitative real time PCR.

Nom [Gene [GenBank ID [Forward Sequence (5-3’) [Reverse Sequence (5-3)

amyloid beta precursor protein APP NM_001198823 ATGACTCAGGATATGAAGTTCAT CCTTTGTTTGAACCCACATCTT Humain
Tnf alpha Tnf NM_013693 GGCACTCCCCCAAAAGATG GCCACAAGCAGGAATGAGAAG Mouse
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 Ptgs2=cox2 NM_011198 AATCCTTGCTGTTCCAATCC AGAATCCAGTCCGGGTACAG Mouse
vimentin Vim NM_011701 GCCAACCTTTTCTTCCCTGAAC TTTGAGTGGGTGTCAACCAGAG Mouse
integrine alpha M (CD11b) Itgam NM_001082960 CTCATCACTGCTGGCCTATACAA GCAGCTTCATTCATCATGTCCTT Mouse
translation elongation factor 1 Eeflal NM_010106 TGAACCATCCAGGCCAAATC GCATGCTATGTGGGCTGTGT Mouse
glycer yde-3-phosphate ydrog: Gapdh NM_008084 TCAAGAAGGTGGTGAAGCAG TGGGAGTTGCTGTTGAAGTC Mouse
interleukin 6 13 NM_031168 TACTCGGCAAACCTAGTGCGT ATTTTCTGACCACAGTGAGGAATG Mouse
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 Nfkb1 NM_008689 CAAAGCCCTGACAGTCCATTG GATTCTCCAGCACCTTTGGATT Mouse
tubulin, alpha 4A Tubada NM_009447 CTGGACCACAAGTTTGACTTGATG TCCATTCCCTCACCCACATAC Mouse
glial fibrillary acidic protein Gfap NM_010277 AGGTCCGCTTCCTGGAACA GGGCTCCTTGGCTCGAA Mouse
succinate dehydrogenase complex subunit Sdha NM_023281 TACAAAGTGCGGGTCGATGA TGTTCCCCAAACGGCTTCT Mouse
occludin Ocln NM_008756 GGACCGGTATCATCACTTTTCC AGACTTAGCCAAAACTGCCTTAGC Mouse
allograft inflammatory factor 1 (iba-1) Aifl NM_019467 CAATTCCTCGATGATCCCAAATA TTCACCTTGAAGGCTTCAAGTTT Mouse
claudin 5 Cldn5 NM_013805 AACTGCCGCGAACAGTTCC GCAGGTGCCACTGGACATTAA Mouse

AR



VI. DISCUSSION

La prise en charge de la perte d’autonomie induite par la maladie d’Alzheimer est un enjeu
majeur de santé public pour notre siécle. Elle induit une souffrance des patients et de leurs
aidants et représente un colt économique majeur. Le vieillissement de la population,
secondaire a I'amélioration des conditions d’hygiéne et des traitements d’autres pathologies
comme les cancers et les cardiopathies, a pour conséquence un nombre croissant de patients
déments. Avec le temps, il semble de plus en plus probable que cette maladie soit
multifactorielle. L’hypothése que plusieurs facteurs infectieux ou inflammatoires puissent
aggraver la sévérité de la maladie d’Alzheimer est plausible a partir des différentes données
de la littérature. Notre travail a consisté a approfondir les connaissances sur une association

entre I'infection a H. pylori et la maladie d’Alzheimer.

La cohorte PAQUID explorant les facteurs de risque de démence dans une population de
patients de plus de 65 ans montre, a l'inclusion, que la prévalence de la démence est
augmentée et les performances cognitives diminuées en cas d’infection. Aprés 20 ans de suivi,
I'infection a H. pylori est associée a une augmentation de l'incidence de démence. La maladie
d’Alzheimer et l'infection a H. pylori ont des facteurs de risque communs, en particulier les
conditions socio-économiques défavorables pendant I’enfance. Ce parameétre a pu étre pris en
compte lors de la réalisation des statistiques. Mais on ne peut exclure I'existence d’autres
facteurs confondants entre ces deux pathologies. Les deux limites principales de cette étude
sont le faible effectif de patients inclus dans I'analyse et la base du volontariat du
prélevement sanguin ; en effet les patients qui ont accepté d’avoir ce prélévement ne sont
peut étre pas un échantillon représentatif de la cohorte. Depuis ces résultats, d’autres études
de cohorte ont été publiées, en particulier celle de Huangetal. qui retrouve une
augmentation de I'incidence des démences non Alzheimer lors de I'infection a H. pylori (132).
Devant le faible effectif des démences vasculaires diagnostiquées dans la cohorte PAQUID,
nous avons préféré ne pas faire de distinction parmi les démences pour I'analyse. Comme
nous l'avons précisé précédemment le diagnostic de la maladie d’Alzheimer se fait
maintenant sur un faisceau d’arguments cliniques et paracliniques qui n’étaient pas tous

disponibles au début de la cohorte PAQUID. Toutefois, la cohorte PAQUID concerne des sujets
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agés qui développent le plus souvent des démences mixtes associant des processus

neurodégénératifs et vasculaires.

L’étape suivante de notre travail a consisté a déterminer ce qui pouvait différencier, parmi les
patients atteints par la maladie d’Alzheimer, ceux qui étaient infectés par H. pylori de ceux qui
ne I'étaient pas. La sélection des patients atteints de maladie d’Alzheimer était rigoureuse car
elle reposait sur plusieurs critéres diagnostiques: une évaluation neuropsychologique, le
dosage de biomarqueurs dans le LCR et une imagerie cérébrale. Dans cette population de
patients atteints de maladie d’Alzheimer, nous avons montré que les patients infectés
souffraient d’une démence plus sévere. En ce qui concerne les mécanismes sous jacents, nous
n’avons pas retrouvé, en analyse multivariée, d’augmentation de marqueurs inflammatoires
ou vasculaires chez les patients infectés. Les limites de cette étude sont son caractére
rétrospectif, le faible nombre de patients étudiés, I'absence de patients témoins non déments

et I'absence de données sur le niveau socio-économique.

A partir de ces deux études épidémiologiques oU nous avons retrouvé que linfection a
H. pylori pouvait influencer I'évolution de la maladie d’Alzheimer en termes d’incidence et de
sévérité, nous avons voulu étudier I'impact cérébral de l'infection dans un modeéle animal.
Nous n’avons pas retrouvé d’induction d’amyloidopathie ou de majoration de Ia
neuroinflammation dans le cerveau de souris sauvages infectées par deux especes de
Helicobacter. Le choix du fond génétique des souris de I'étude est critiquable car il n’est pas le
méme que celui des études de Wozniak et al. (326) et Little et al. (175) qui avaient montré un
effet amyloidogénique de HSV et C. pneumoniae dans le cerveau de souris BALB/c. Ces
résultats histologiques n’ont pas été reproduits (38, 118, 199) quelque soit le fond génétique

utilisé.

A défaut d’induire une amyloidopathie, nous avons recherché si I'infection aggravait les
troubles du comportement et les |ésions cérébrales que développent des souris transgéniques
prédisposées a la maladie d’Alzheimer. Cette derniére étude a montré une augmentation du
nombre de plagues amyloides en présence d’une infection par H. pylori sans modification du
comportement. L’évaluation cognitive des souris a été réalisée par des tests simples. Ces tests

ont montré une altération cognitive des souris transgéniques, sans effet de l'infection a 10
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mois. On peut expliquer ce manque de sensibilité par les conditions difficiles dans lesquelles
ils ont été réalisés (sous un poste de sécurité microbiologique). Ce manque de sensibilité peut
expliquer le fait que I'augmentation du nombre de plaques amyloides observée dans le
cerveau de souris infectées par H. pylori ne se soit pas traduite par une altération plus
importante du comportement. La neuroinflammation ne semblait pas non plus influencée par
I'infection au niveau histologique, I'expression de certains genes de l'inflammation était
diminuée chez les souris infectées.

Ces premiers résultats nécessitent d’étre précisés. L'analyse quantitative automatisée des
plagues amyloides (le nombre mais aussi la surface), permettra de confirmer nos premiers
eme

résultats. La quantification de la neuroinflammation aux 4 et 6 mois et de I'inflammation

gastrique aux 6 et 10°™ mois compléteront également ce travail. Nous pourrons ainsi réaliser
des analyses statistiques complémentaires, en particulier la recherche de corrélations entre
I'inflammation gastrique, la neuroinflammation, les plagues amyloides et les troubles du
comportement. Un dosage de cytokines pro-inflammatoires dans le sérum des souris
permettra d’évaluer la présence d’une inflammation systémique induite par l'infection a

Helicobacter spp.

Les perspectives de ce travail concerne tout d’abord la poursuite de notre collaboration avec
I’équipe de Jean-Francgois Dartigues a I'ISPED, d’une part sur le suivi a 25 ans de la cohorte
PAQUID, et d’autre par sur un nouveau projet de recherche avec la cohorte AMI. Cette
derniere est constituée de 1002 retraités du monde agricole agés de plus de 65 ans, résidant
dans des communes rurales de Gironde. L'objectif global de la cohorte est d’étudier les
maladies liées a I’age, avec un intérét tout particulier pour les démences. Le démarrage de la
cohorte a eu lieu en 2007, trois phases de suivi ont été réalisées a ce jour, avec des visites
effectuées au domicile des participants. De nombreuses variables ont été recueillies :
sociodémographiques, environnement social, matériel et géographique, habitudes de vie,
tests neuropsychologiques, antécédents médicaux. Comme pour la cohorte PAQUID, les
patients bénéficient d’une batterie de tests neuropsychologiques et d’'une évaluation par un
gériatre (au domicile) en cas de suspicion de démence. D’autre part, a l'inclusion, un
prélevement sanguin a été réalisé pour les 696 personnes I'ayant accepté. Un bilan biologique
standard a été effectué et une biothéeque a été constituée. La cohorte s’est enrichie

également d’'IRM cérébrales pour plus de 300 personnes, le génotypage de plusieurs genes a
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risque suspectés dans la maladie d’Alzheimer a été réalisé. L’objectif principal de notre étude
est d’explorer les 3 pistes infectieuses dans la démence - infection a Herpes Simplex Virus,
infection a Helicobacter pylori et Borréliose de Lyme a partir du sérum des patients. L'étude
est en cours et les premiers résultats devraient étre disponibles dans les mois qui viennent.
Cette approche « multi-pathogenes », a I'image de I'étude réalisée par Katan et al. (149) est
tres intéressante. En effet si chacun des pathogénes a une influence modérée voire minime
sur I'évolution de la maladie d’Alzheimer, on peut imaginer que l'impact cognitif de
I'accumulation de ces différentes pathologies infectieuses devrait étre plus aisé a mettre en
évidence. Les IRM cérébrales permettront d’apporter des données sur les Iésions vasculaires
associées a la maladie d’Alzheimer et de voir si elles sont augmentées en cas d’infection. Le
génotype de I'Apolipoprotéine permettra d’étudier la potentialisation des effets des

différentes infections par la présence de I'alléle 4.

Parallelement a la poursuite de cette approche épidémiologique, d’autres études
expérimentales sont nécessaires. Dans notre étude sur les souris Tg, nous avons retrouvé que
I'expression de certains génes de l'inflammation était significativement diminuée dans le
cerveau des souris infectées par H. felis et H. pylori. |l semble donc exister une modulation de
la neuroinflammation associée a linfection qui nécessite d’étre mieux comprise. On ne
retrouve pas, dans notre étude, d’augmentation du nombre des astrocytes et des cellules
microgliales et de la surface qu’ils occupent dans le cerveau des souris infectées, en revanche
il existe une diminution de I'expression de certains genes comme celui du TNF-a (cytokine
pro-inflammatoire), de iba-1 (marqueur des cellules microgliales) ou encore de GFAP
(marqueur des astrocytes). Alors que nous nous attendions a une augmentation de
I’expression de ces genes, nous n’avons pas d’explication trés précise a ces résultats. On peut
toutefois émettre I'hypothése que l'infection serait associée a une modification du statut
fonctionnel des cellules de la neuroinflammation. Le réle bénéfique ou délétére de I'activation
de la neuroinflammation n’est pas encore clair dans la physiopathologie de la maladie
d’Alzheimer et la dysfonction des cellules microgliales (I’altération de la dégradation des
plagues amyloides par exemple) (338) pourrait étre influencée par I'inflammation systémique
induite par H. pylori. Dans notre étude le nombre de plaques amyloides est augmenté par

I'infection alors que le taux d’ARN messagers de app humain est diminué, ce qui pourrait étre

-60 -



en faveur d’une altération de la clairance du peptide AB. Ces premiers résultats pourraient
faire I'objet de recherches complémentaires.

En plus des plagues amyloides et de la présence de la neuroinflammation,
I'anatomopathologie de la maladie d’Alzheimer est caractérisée par la présence de
dégénérescences neurofibrillaires. D’ailleurs, dans I'étude collaborative avec Pierre Krolak-
Salmon, les patients atteints de maladie d’Alzheimer infectés par H. pylori avaient des taux de
protéines Tau totales et Tau phosphorylées plus élevés que les patients non infectés. Nous
n’avons pas étudié ce phénomeéne dans nos deux études animales. L'utilisation d’'un modéle
animal capable de développer une taupathie pourrait étre une prochaine étape pour mieux

comprendre I'impact de l'infection sur la maladie d’Alzheimer.

Enfin, si d’autres études apportent des arguments en faveur d’'une aggravation de la démence
par l'infection, une étude d’intervention randomisée contre placebo évaluant I'impact du
traitement de l'infection sur le déclin cognitif de patients déments infectés serait une étape

importante.

Ce travail de these méme s’il ne permet pas de conclure définitivement sur la présence ou
I’'absence d’une association entre les 2 pathologies, a utilisé plusieurs approches pour mieux la
comprendre : deux études épidémiologiques et deux études animales étudiant le
comportement et les lésions cérébrales de souris infectées. Ce travail a été a 'origine de
plusieurs collaborations riches d’enseignements et a permis d’apporter de nouvelles
informations sur I’hypothése infectieuse de la maladie d’Alzheimer. A défaut d’étre un facteur
étiologique de la maladie d’Alzheimer, H. pylori pourrait étre un facteur d’aggravation de la
maladie. D’autres études sont toutefois nécessaires pour répondre a la présence d’une

association ou non et pour déterminer les mécanismes sous jacents.

-61-
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Annexe 1. Roubaud Baudron C, Franceschi F, Salles N, Gasbarrini A. Extragastric diseases and

Helicobacter pylori. Helicobacter. 2013 Sep;18 Suppl 1:44-51

-62 -



Helicobacter

REVIEW ARTICLE

Helicobacter ISSN 1523-5378
doi: 10.1111/hel.12077

Extragastric Diseases and Helicobacter pylori

Claire Roubaud Baudron,** Francesco Franceschi,’ Nathalie Salles*"* and Antonio Gasbarrini'

*Université de Bordeaux, Laboratoire de Bactériologie, Bordeaux, France, 'Péle de Gérontologie Clinique, Bordeaux, France, IINSERM U853,
Bordeaux, France, *Internal Medicine, Catholic University of Rome, Rome, Italy, Department of Gastroenterology, Catholic University of Rome,

Rome, Italy

Keywords Abstract
CagA, inflammation, sideropenic anemia, ITP,
hepatobiliary diseases, neurologic disorders,

Alzheimer disease.

In the last year, several diseases from outside of the gastrointestinal tract
have been associated with Helicobacter pylori infection. Indeed, this bacterium
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anisms, and interferes with the absorbance of nutrients and drugs possibly
influencing the occurrence or the evolution of many diseases. In addition to
its role in some hematologic conditions, such as immune thrombocytopenic
purpura, idiopathic sideropenic anemia, and vitamin B12 deficiency, which
were included in the current guidelines, several other conditions such as

cardiovascular diseases, diabetes mellitus, hepatobiliary diseases, and neuro-
logic disorders have also shown promising results.

Helicobacter pylori may be considered as the most com-
mon infectious pathogen of the gastroduodenal tract,
but it is also one of the best models of infectious
disease. This is mainly due to the fact that determinants
of virulence and pathogenicity have been largely
studied and this allowed researchers to correlate their
expression not only with ditferent diseases of the gas-
troduodenal tract but also with disorders outside of the
stomach [1]. Indeed, this bacterium produces a low-
grade inflammatory state, induces molecular mimicry
mechanisms, and interferes with the absorbance of
nutrients and drugs, possibly influencing the occur-
rence and/or the evolution of many diseases [2]. In this
article, the most recent findings on the role of H. pylori
infection in different extragastric diseases will be
reviewed.

Cardiovascular Diseases

Despite the great number of studies published so far in
this field, the role of H. pylori infection and/or CagA-
positive strains still remains controversial. In a recent
study on 433 patients, Eskandarian et al. [3] showed
that seropositivity for H. pylori was significantly associ-
ated with a risk of short-term adverse outcome in
patients with acute coronary syndromes. On the
other hand, Schottker et al. [4] found an inverse
relationship of CagA-positive H. pylori strains with fatal

a4

cardiovascular events. Similarly, Grub et al. [5] did not
find an association between chronic infections and cor-
onary artery disease in patients with inflammatory
rheumatic diseases. Based on these results, the associa-
tion between H. pylori infection and ischemic heart
disease remains uncertain, as some studies support the
previously demonstrated hypothesis, while others show
no relationship [2,6].

Concerning ischemic stroke, Chen et al. [7] reported
a positive association between H. pylori infection, inter-
leukine (IL)-18, and carotid intima-media thickness,
while Longo-Mbenza et al. [8] demonstrated an associ-
ation between known cardiovascular risk factors,
carotid plaque, stroke, and H. pylori infection. Finally, a
study by Izadi et al. [9] showed that Helicobacter species
may replicate in the coronary arterial wall, and so,
H. pylori may increase levels of total cholesterol and
LDL.

Diabetes Mellitus

In a recent study, Zhou et al. [10] found a high preva-
lence of H. pylori infection in patients with diabetes
mellitus (DM), especially Type 2. Similar results were
reported by Jeon et al. [11] who analyzed sera from
782 individuals over age 60 years. Interestingly, some
authors such as Shin et al. [12] also proposed a role of
H. pylori in the occurrence of the metabolic syndrome.

© 2013 John Wiley & Sons Ltd, Helicobacter 18 (Suppl. 1): 44-51
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On this subject, a recent study by Chen et al. [13]
reported the presence of a synergistic interaction
between H. pylori and higher body mass index (BMI) in
increasing the level of glycosylated hemoglobin, while
Akanuma et al. [14] demonstrated that H. pylori eradi-
cation significantly increased BMI but not glycosylated
hemoglobin. Moreover, H. pylori seropositivity is signifi-
cantly associated with both DM and insulin use, as
demonstrated by Tseng [15], while patients with type 1
DM showed high reinfection rates compared to nondia-
betic patients, according to Candelli et al. [16]. Chung
et al. [17] showed that H. pylori positivity is indepen-
dently associated with microalbuminuria and signifi-
cantly increases the severity of the urinary albumin to
creatinin ratio. On the other hand, the prevalence of
H. pylori was similar in patients with type 2 DM and in
controls, in a study performed in Nigeria, thus contest-
ing the association [18].

Hematologic Diseases

Sideropenic Anemia

The role of H. pylori in the pathogenesis of iron-defi-
ciency anemia (IDA) is well recognized. Xia et al. [19]
clearly showed that IDA is strongly associated with
H. pylori infection and that H. pylori eradication deter-
mines a more rapid response to oral iron therapy. Inter-
estingly, a study conducted on Mexican schoolchildren
reported that children with anemia or iron deficiency
showed a higher infection acquisition rate than those
with a normal iron nutritional status [20]. Several stud-
ies have been performed to identity the mechanisms
behind this association. Wang et al. [21] showed that
the iron content of erythrocytes exposed to H. pylori for
4 hours decreased significantly and that H. pylori is able
to adhere more strongly to group A erythrocytes, thus
explaining why blood patients with group A are more
susceptible to both IDA and H. pylori infection. Indeed,
H. pylori is able to increase the oxidative stress in
patients with an active infection, as demonstrated by
the high level of malondialdehyde and low level of fer-
ritin in infected children or in adults [22]. Interestingly,
others reported a positive association between the pres-
ence of an H. pylori strain with Thr70-type NapA and
iron uptake, thus demonstrating that not all H. pylori
strains are able to use the same amount of iron [23].

Idiopathic Thrombocytopenic Purpura

Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) is another
universally accepted extragastric manifestation of
H. pylori infection. Hasni found that among different

© 2013 John Wiley & Sons Ltd, Helicobacter 18 (Suppl. 1): 44-51
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autoimmune diseases, ITP is the one in which H. pylori
infection should always be investigated [24]. Similarly,
Payandeh et al. [25] clearly showed how H. pylori
infection plays a consistent role in determining ITP,
especially in patients with mild thrombocytopenia.
Concerning the pathogenic mechanisms, besides molec-
ular mimicry [26], H. pylori eradication has been shown
to increase the number of plasmacytoid dendritic cells
only in responders as demonstrated by Saito et al. [27],
while liver-to-spleen, platelet-to-spleen, mean platelet
volume (MPV)-to-spleen, and MPV-to-liver ratios were
found to be significantly lower in patients with H. pylori
infection compared to controls, possibly playing a role
in thrombocytopenia [28].

Autoimmune Diseases

A positive association was found between both H. pylori
seroprevalence and CagA-positive strains in patients
with autoimmune thyroid diseases [29]. In a study on
1290 patients diagnosed with 14 different autoimmune
diseases, Ram et al. [30] reported a positive association
between H. pylori infection and antiphospholipid
syndrome, giant cell arteritis, systemic sclerosis, and
primary biliary cirrhosis.

Respiratory Diseases

Many researchers in the past have proposed an inverse
relation between H. pylori infection and asthma. A
meta-analysis found that asthmatic patients have a sig-
nificantly lower prevalence of H. pylori infection than
controls [31]. Even though, in some studies such as
that of Wang et al. [32], the negative association is
weak, and we know that the prevalence of H. pylori
infection in patients with asthma does not increase
[33]. Concerning the pathogenic mechanisms behind
the supposed protective effect, Oertli et al. [34] clearly
showed how H. pylori is able to stimulate the Thl
immune response, promoting persistent infection but
conferring protection against asthma. Finally, Siva et al.
[35] found a positive association between H. pylori
infection, peptic ulcer, and chronic obstructive pulmo-
nary disease, as described in the past by other authors.

Dermatological Diseases

Magen et al. [36], in a retrospective study, reported
that chronic spontaneous urticaria may be triggered by
H. pylori eradication, while El-Khalawany et al. [37],
who studied 68 patients with rosacea and 54 controls,
found that H. pylori infection played a significant
role in rosacea patients who experienced dyspeptic
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symptoms, especially those with the papulopustular
manifestations.

Hepatobiliary Diseases

Gallbladder cancer remains a rare gastrointestinal
malignancy with a multifactorial pathophysiology. Heli-
cobacter spp. gallbladder infection inducing local chronic
inflammation and gallstone formation could be associ-
ated with an increased risk of developing gallbladder
cancer. Several studies published this year confirmed
this hypothesis. In a meta-analysis including 10 studies
published between 2002 and 2011, Zhou et al.
explored the association between Helicobacter spp.
(H. pylori, H. bilis, H. hepaticus, and H. ganmani) infec-
tion and biliary tract cancer specimen analysis using
PCR and immunohistochemistry on bile and biliary tis-
sues. They suggested a trend toward a higher preva-
lence of Helicobacter spp. in patients with biliary tract
cancers compared with normal controls or those with
benign biliary diseases [38]. Mishra et al. [39] detected
H. pylori DNA in 33% (18/54) of gallbladder cancer
tissues associated with a significantly increased level of
cytokines IL-1B and tumor necrosis factor (TNF)-o com-
pared to H. pylori-negative tissue specimen. Alexander
et al. conducted a retrospective population-based study
to evaluate trends in the incidence and treatment of
gallbladder cancer in the past three decades in the
south of the Netherlands. During this time period, the
age-standardized incidence of gallbladder cancer
declined drastically, probably because of an increasing
number of early cholecystectomies for gallstones, but
also perhaps because of the effective treatment of
H. pylori which also paralleled the decreasing inci-
dence of stomach cancer [40]. Boonyanugomol et al.
published three studies this year investigating the asso-
ciation between Helicobacter spp., especially virulent
strains, and hepatobiliary pathologies. The first one
[41] showed that H. pylori DNA detected by PCR was
significantly more prevalent in patients with cholangio-
carcinoma than in controls, especially CagA-positive
H. pylori strains. This increased prevalence was associ-
ated with a more pronounced cell proliferation (Ki-67
immunochemistry). The second study [42] investigated
H. pylori virulence-associated genes, that is, vacA, iceA,
babA2, cagA, and cagE in hepatobiliary diseases (i.e.,
cholangiocarcinoma/cholelithiasis) and controls. The
vacAsla+c/ml, iceAl, and babA2 genes were the most
predominant genotypes in both diseases. H. pylori
strains, especially cagA and CagE, were more frequently
detected in patients with cholangiocarcinoma than
those with cholelithiasis or the controls. Their last
study [43] showed the ability of H. pylori y-glutamyl-
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transpeptidase (GGT) to induce apoptosis and IL-8 pro-
duction in a human cholangiocarcinoma cell line.
H. pylori infection could participate in the development
of cancer in hepatobiliary cells by altering cell kinetics
and promoting inflammation.

Shapira et al. explored the possible involvement of
the environmental factors in primary biliary cirrhosis.
They compared sera IgG antibodies against Toxoplasma
gondii, H. pylori, Epstein-Barr virus, cytomegalovirus,
hepatitis B, and hepatitis C viruses from patients with
primary biliary cirrhosis and controls. H. pylori seropre-
valence (54 vs 31%, respectively, p <.01), among oth-
ers, was higher in patients with primary biliary
cirrhosis than in the control group. The authors sug-
gested that multiple exposures to infectious agents may
contribute to primary biliary cirrhosis risk [44].

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the lead-
ing causes of cancer-related deaths worldwide. The dis-
covery of H. hepaticus as a causal agent of hepatitis and
hepatocellular carcinoma in mice has stimulated inter-
est in looking for Helicobacter spp in human liver sam-
ples. Moreover, Helicobacter spp. have been implicated
as cofactors in the progression of chronic viral hepatitis
to cirrhosis and HCCs. In fact, Helicobacter spp. DNA was
detected in tissue specimens from patients suffering
from hepatitis C virus (HCV)-induced HCC; the DNA
prevalence increased with the severity of the disease.
Helicobacter spp. infection could contribute to the pro-
gression from cirrhosis to HCV-induced neoplasia.
Esmat et al. also searched for an association between
H. pylori and HCV-related liver disease in 85 patients
according to liver pathology (METAVIR system). In this
study, the positivity of H. pylori DNA (cagA gene) in
liver tissue was directly proportional to the severity of
the liver pathology, but no association between
H. pylori PCR and quantitative HCV RNA was found.
Authors concluded that there may be an association
between the presence of H. pylori (cagA gene) in the
liver and disease progression in HCV-related chronic
hepatitis and cirrhosis with and without HCC [45].
Okoli et al., using two-dimensional gel electrophoresis
and mass spectrometry, investigated protein expression
in Huh7 cells harboring an HCV replicon, and in repli-
con cured Huh7 cells cocultured with H. bilis. They
reported that H. bilis affected the modulation of pro-
teins implicated in different pathways of Huh7-derived
cell physiology including the progression from dysplasia
to neoplasia; this modulation was different whether the
HCV replicon was present or not [46]. Kruttgen et al.
[47] studied the link between H. hepaticus and HCC by
screening  stool
induced HCC
association.

samples from patients with viral-
(hepatitis B or C) and found no
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The synergism between HCV and H. hepaticus infec-
tion was tested in transgenic mice with a more sensitive
genetic background to H. hepaticus infection. They
found that H. hepaticus, but not the HCV transgene,
increased the number of hepatic lesions. The effect of
the mouse genetic background was greater than the
effect of the HCV transgene on the number of hepatic
lesions and was sufficient to promote lesions particu-
larly via its sensitivity to H. hepaticus infection. The
synergism between HCV and H. hepaticus infection
involved in liver disease may be highly host dependent
[48].

In a metaanalysis comprised of nine studies (5 non-
randomized control studies and 4 before-after studies)
with 699 cirrhotic patients, Qin et al. [49] found no
effect of H. pylori eradication on blood ammonia levels.

Apart from the usual risk factors, H. pylori infection
has been recently proposed as a possible pathogenic
factor of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). Poly-
zos et al. showed that H. pylori infection seroprevalence
was higher in NAFLD patients compared to controls.
Both H. pylori infection (previous H. pylori eradication
treatment and/or H. pylori 1gG seropositivity) and insu-
lin resistance could predict NAFLD independently.
H. pylori infection was not associated with the severity
of the disease [50].

Neurologic Disorders

Even after extensive investigations, causes of idiopathic
seizure or neurologic autoimmune diseases have not
been found, therefore H. pylori infection, by inducing a
chronic systemic inflammation could participate in the
physiopathology of different neurologic disorders. This
year an epidemiologic study from Iran [51] compared
the prevalence of H. pylori infection, diagnosed by urea
breath test, in three groups of patients with either idio-
pathic generalized epilepsy (n = 34) or temporal lobe
epilepsy (n = 28) and healthy controls (n = 33). They
did not find any significant difterence between the
groups. Kountouras et al. [52] stressed that H. pylori
prevalence was very high in this region, and the study
required a larger study size.

Miscusi et al. [53] reported the case of an acute
motor-sensory axonal neuropathy with a nephrotic
syndrome possibly associated with an H. pylori infec-
tion. Immunoglobulin and antibiotic treatment led to a
slight neurologic improvement and renal function
restoration.

Multiple sclerosis (MS) and neuromyelitis optica
(NMO) are both known to be central nervous system
(CNS) inflammatory demyelinating diseases. Since
2004, the distinction between the 2 disorders is possible
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due to the discovery of anti-aquaporin 4 circulating
autoantibody, only present in NMO [54]. Several stud-
ies suggested that environmental factors, like H. pylori
infection, could partially trigger these two disorders
[55-58]. This year, Long et al. [59] found that H. pylori
antibodies were significantly more present in NMO
patients than in MS and controls groups (90.4% (47/
52) vs 73.8% (31/42) and 59.3% (16/27), respectively,
p <.05); these results were confirmed in a Japanese
study [60]. A possible homology between human
aquaporin 4 and some H. pylori water channel proteins
or neutrophil-activating protein has been evoked as an
explanatory mechanism [61].

Previous epidemiologic studies found an association
between H. pylori infection and neurodegenerative dis-
eases like Parkinson’s disease [62,63] and Alzheimer’s
disease (AD) while others did not [64-66]. Using the
nationwide Danish Registers, Nielsen et al. [67] investi-
gated the impact of H. pylori infection on the develop-
ment of Parkinson’s disease. They found that the
combined prescription of H. pylori eradication and
proton-pump inhibitors, 5 or more years prior to the
diagnosis of Parkinson’s disease, was associated with an
increased risk of developing Parkinson’s disease. They
did not find any association between gastritis or peptic
ulcers and Parkinson’s disease. Then, H. pylori infection
may contribute to Parkinson’s disease, or be the cause
or a consequence of the first signs of Parkinson’s
disease.

AD, another neurodegenerative disease, has also
been associated with H. pylori infection. Roubaud Bau-
dron et al. published two studies this year. The first
study [68] showed via a multivariate analysis that, in a
group of 53 AD patients, H. pylori seroprevalence was
significantly associated with a more important cognitive
impairment. The number of AD patients included was
limited but the inclusion criteria were strict (neuropsy-
chologic test, cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers, and
morphologic data). The second study [69] focused on
the association of H. pylori infection with the risk of
developing dementia in a longitudinal population-based
cohort of elderly adults living in the community
(n = 603). At baseline, dementia prevalence was higher
in the infected group. After 20 years of follow-up, 148
incident cases of dementia were diagnosed. After
controlling for known dementia risk factors, H. pylori
infection was determined to be a risk factor for devel-
oping dementia (hazard ratio = 1.46, p =.04). They
hypothesized that H. pylori infection, like other chronic
inflammation models, could enhance neuroinflamma-
tion and cerebrovascular lesions worsening AD lesions.

Regarding these two neurodegenerative diseases,

Kountouras et al. [70,71] proposed a mechanistic
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hypothesis, involving the brain-blood barrier disruption
with the release of proinflammatory and vasoactive
substances and the induction of apoptosis.

Eye, Ear, Nose, and Throat Disorders

Zullo et al. [72] compiled the results of the six available
studies [73-78] in an editorial and did not find any sig-
nificant difference in the H. pylori prevalence between
glaucoma patients and controls. They concluded that
there was limited evidence supporting the role of
H. pylori in glaucoma pathogenesis. This editorial was
followed by numerous comments but with no new data
confirming or invalidating this hypothesis [79,80]. A
single open-labeled noncomparative study showed that
H. pylori eradication may have favorable effects on the
outcome of chronic central serous chorioretinopathy
[81], but the authors considered this result in the
context of a possible spontaneous regression of this
pathology.

Another controversy concerned the implication of
H. pylori infection as a risk factor in laryngeal cancer.
Whereas Pajic-Penavic et al. [82] did not detect
H. pylori DNA in healthy laryngeal mucosa, Izadi et al.
[83] identified H. pylori DNA in 9% (5/55) patients
with benign laryngeal lesions. Then Gong et al. [84]
compared H. pylori DNA detection between 81 patients
with laryngeal squamous cell carcinoma and 75 control
subjects in a case—control study. After adjusting for con-
founding factors, regression analysis indicated that the
presence of the bacteria was an independent risk factor
for laryngeal cancer (OR = 7.15, 95% CI [3.29, 15.53],
p <.001).

To test the relationship between H. pylori and laryn-
gopharyngeal reflux, Cekin et al. [85] studied 43
patients with a laryngeal lesion; H. pylori DNA was
detected in larynx samples from 24 patients (55.8%);
however, they found no association between H. pylori,
laryngopharyngeal reflux and malignant/premalignant
laryngeal lesion status.

Several studies compared H. pylori strains isolated
simultaneously in the oral cavity (including dental
plaque or squamous cell cancer) and gastric mucosa
(neoplasia, chronic gastritis) [86—-89]. All of these
studies suggested that the oral cavity could represent a
reservoir of H. pylori with the risk of recolonization of
the stomach after systemic eradication therapy.

H. pylori was also suggested as one of the etiologic
agents of recurrent aphthous stomatitis. Tas et al. [90]
studied the impact of H. pylori eradication on the
clinical course of recurrent aphthous stomatitis with a
follow-up of 6 months. In the successfully eradicated
group (n = 18), vitamin B12 levels were significantly
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increased, and the mean number of aphtous lesions was
significantly decreased. A possible beneficial effect of
H. pylori eradication in patients with recurrent aphthous
stomatitis due to an increase in vitamin B12 levels after
eradication was hypothesized. No association was found
between H. pylori and oral lichen planus [91].

Pregnancy

Regarding gastritis and possible vitamin deficits induced
by H. pylori infection, two studies tested the association
between H. pylori infection and hyperemesis gravida-
rum characterized by intractable vomiting in pregnant
women [92] and the occurrence of neural tube defects
in newborns [93], but the low inclusion rate limited
the conclusions to be drawn.

The cross-reactivity between anti-H. pylori antibodies
and other antigens is one of the hypotheses to explain
the role of H. pylori infection in extradigestive disease.
Based on this mechanism, Franceschi et al. [94]
attempted to explain the epidemiologic association
between CagA-positive H. pylori strains and previously
reported pre-eclampsia [95-98]. They used placenta
samples from healthy women and tested the ability of
anti-CagA antibodies to recognize trophoblast cells and
invasive potential and pro-inflammatory properties of
trophoblast cells in the presence or absence of anti-
CagA antibodies. Results supported the hypothesis that
anti-CagA antibodies recognize cytotrophoblast cells
and reduce their invasiveness.

All-Cause Mortality

Chen et al. [99] in a prospective cohort analysis with
9895 participants (<41 year) followed for at least
12 years (the National Health and Nutrition examina-
tion Survey III) did not conclude that H. pylori infection
was a major risk factor for all-cause mortality. In fact,
In this cohort, H. pylori positivity (including CagA
strains) was not associated with increased all-cause
mortality. H. pylori infection was associated with an
increased risk of death due to gastric cancer, but with
reduced risks of death due to stroke and lung cancer.

Conclusions

Over the last year, several diseases have been reported
to be associated with H. pylori infection and/or CagA-
positive strains. Their role, in some hematologic condi-
tion, such as ITP, idiopathic sideropenic anemia, and
vitamin B12 deficiency, has been fully validated and
included in the current guidelines. There is a positive
trend in favor of an association between H. pylori
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infection and neurodegenerative disorders. Further-
more, there are new data concerning a reduced risk of
death due to stroke and lung cancer in patients with
H. pylori infection but an increased risk of pre-eclampsia
in women infected by CagA-positive strains, which
deserves further investigations.
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Mini Mental State Examination (MM SE) (Version consensuelle du GRECO)

Orientation /10
Je vais vous poser quelques questions pour apprécier comment fonctionne votre mémoire.

Les unes sont tres simples, les autres un peu moins. Vous devez répondre du mieux gue Vous pouvez.

Quelle est la date compléte d’ aujourd hui ?

Si laréponse est incorrecte ou incompl éte, posées les questions restées sans réponse, dans I’ ordre suivant :

1. En quelle année sommes-nous ? O
2. Enquelle saison ? O
3. En quel mois ? O
4. Quel jour du mois ? O
5. Quel jour delasemaine ? O
Je vais vous poser maintenant quelques questions sur I’ endroit ol nous trouvons.
6. Quel est le nom de I"hdpital ol nous sommes ?* O
7. Dans quelle ville se trouve-t-il ? O
8. Quel est le nom du département dans lequel est située cette ville 7** O
9. Dans quelle province ou région est située ce département ? O
10. A quel étage sommes-nous ? |
Apprentissage /3
Je vais vous dire trois mots ; je vous voudrais que vous me les répétiez et que vous essayiez de les retenir
car je vous les redemanderai tout al’ heure.
11. Cigare Citron Fauteuil O
12. Fleur ou Clé ou Tulipe O
13. Porte Ballon Canard O
Répéter les 3 mots.
Attention et calcul /5
Voulez-vous compter a partir de 100 en retirant 7 a chaque fois
14. 93 O
15. 86 O
16. 79 O
17. 72 O
18. 65 O
Pour tous les sujets, méme pour ceux qui ont obtenu le maximum de points, demander :
Voulez-vous épeler le mot MONDE al’envers 2*
Rappel /3
Pouvez-vous me dire quels étaient les 3 mots que je vous ai demandés de répéter et de retenir tout al’ heure ?
11. Cigare Citron Fauteuil O
12. Fleur ou Clé ou Tulipe O
13. Porte Ballon Canard O
L angage /8
Montrer un crayon. 22. Quel est le nom de cet objet ?* O
Montrer votre montre. 23. Quel est le nom de cet objet ?** O
24. Ecoutez bien et répétez apres moi : « PAS DE MAIS, DE SI, NI DE ET »*** |
Poser une feuille de papier sur le bureau, lamontrer au sujet en lui disant : « Ecoutez bien et faites ce que je vaisvousdire :
25. Prenez cette feuille de papier avec votre main droite, O
26. Pliez-la en deux, O
27. Et jetez-lapar terre, »**** O
Tendre au sujet une feuille de papier sur laquelle est écrit en gros caractére : « FERMEZ LES YEUX » et dire au sujet :
28. « Faites ce qui est écrit ». |
Tendre au sujet une feuille de papier et un stylo, en disant :
29. « Voulez-vous m'’ écrire une phrase, ce que vous voulez, mais une phrase entiere. »***** |
Praxies constr uctives /1
Tendre au sujet une feuille de papier et lui demander : 30. « Voulez-vous recopier ce dessin ? » |
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