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Introduction

Introduction

La maladie d'Alzheimer (MA) est la principale pdtigie dégénérative du systéme nerveux.
Il s'agit d'un syndrome démentiel qui affecte pesgivement les fonctions cognitives et a
terme porte atteinte a l'autonomie des patients [gotealisation des activités quotidiennes.
En 2011, 36 millions de personnes seraient atteiateravers le monde et ce chiffre devrait
atteindre 66 millions en 2030. L'augmentation int@ote du nombre de malades ainsi qu'un
colt associé éleve font craindre de fortes diffeside prise en charge de la MA au cours des
prochaines décennies. La MA est, a ce titre, c@ndelcomme un probléme majeur de santé
publique.

La MA est définie par I'association de troublesritify et mnésiques, et de Iésions cérébrales
caractéristiques: les plagues amyloides (PA) etésgnérescences neurofibrillaires (DNF).
Le diagnostic de la MA doit rendre compte de casxdespects: I'aspect clinique et I'aspect
tissulaire. L'examen clinique permet d'évaluerdedormances cognitives du patient et donc
de réaliser une partie du diagnostic. L'examenoanatpathologique, réalisé aprés le déces du
patient, permet de mettre en évidence les |ésissislaires et ainsi d'établir le diagnostic de la
MA avec certitude. Par définition, ce diagnostapporte donc pas de bénéfice sur la prise en
charge du patient. Pour pallier ce probleme, lgribatic est établi de fagon probabiliste en se
basant essentiellement sur le critére clinique.

Les PA sont considérées comme un élément majeuie, ocause des lésions tissulaires qui
se développent au cours de la MA. Cette hypothstsaugourd'hui controversée en raison de
la relation limitée entre la distribution des PAles symptdmes cliniques. A linverse, la
cinétique d'apparition des DNF est trés bien céeréh I'évolution des troubles psycho-
comportementaux ce qui tend & montrer une impdoaimportante des DNF dans la
progression de la maladie. Depuis des années &bedésdaniment la communauté scientifique
afin de soutenir I'une ou l'autre hypothése maisdrtitude demeure. Le manque évident de
connaissances fondamentales sur la physiopatholdgiela MA est un élément clé
d'appréciation. Si les aspects cognitifs peuverg 8tivis de maniere efficace grace a
I'examen clinique, le suivi des Iésions molécukamssociées a la maladie est plus difficile a
réaliser aujourd’'hui. L'examen anatomopathologjpse-mortem permet de caractériser avec
précision la nature des lIésions tissulaires maiscamsidére qu'une image figée de la
pathologie. De fait, cet examen reste limité poamprendre les relations temporelles entre

les différentes lésions. La mise au point de tepies de suivi performantes de ces lésians
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vivo est un enjeu majeur afin de mieux appréhenderdpscts dynamiques de la MA. Ces
techniques permettront également d'évaluer l'diti€ades nouvelles thérapies en cours de
développement en suivant directement leur impactiasguantité et I'évolution des lésions

tissulaires.

L'objectif de ce travail de these est de dévelopgfermouveaux traceurs pour l'imagerie
nucléaire des lésions caractéristiques de la MAamment des PA et des DNF, qui

permettraient le suivi dynamique vivo de ces Iésions au cours du temps.

Afin de réaliser cette étude, nous avons dans emier temps validé un modele animal de la
maladie d'Alzheimer: la souris transgénique 3xTgdd développe des PA et des DNF au
cours du vieilissement. Par la suite, nous avotigsé differents radiotraceurs existants
considérés comme outils diagnostiques potentielladdA afin de mieux caractériser ce
modéle animal. Deux radiotraceurs du métabolismébcél (%F-FDG pour le suivi du
métabolisme glucidique ef™Tc-HMPAO pour le suivi du débit sanguin cérébral)ue
radiotraceur des PA'Q-IMPY) ont ainsi été évalués. Enfin, nous avonstién le
développement de plusieurs nouveaux traceurs dam$caractéristigues de la MA. D'une
part, deux familles de molécules, les p&@sulfonato-calix[4]arénes et les COB, ont été
évaluées afin de permettre la détection des plaqnegdoides. D'autre part, un peptide
linéaire, A93, ainsi qu'un vecteur de ce peptidecé développés afin de permettre le suivi

des dégénérescences neurofibrillaires.
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Revue bibliographique - Généralités

Revue bibliographique

A. Généralités
1. La découverte de la maladie d'Alzheimer (MA)

Jusqu’au début du XXéme siecle, la démence du fgjét était considérée par tous les
psychiatres comme une conséquence normale duisseithent. En 1901, Alois Alzheimer,
neuropsychologue a Francfort, admet comme patikatgiste D, une personne agée de 51
ans présentant des symptéomes de démence sénite dpanémoire progressive, symptomes
focaux, délusions et hallucinations. Cing ans pgarsl, a la mort d'Auguste D, Alzheimer
réalise des analyses sur des prélevements dectisdbral grace aux nouvelles méthodes de
coloration et d'imprégnation argentiques. Il metéerdence pour la premiere fois la présence
conjointe de lésions connues caractéristiques dénaence sénile, les plaques séniles, et de
lésions jusqu’alors inconnues caractérisées parades anormaux de fibrilles a l'intérieur
des neurones : les dégénérescences neurofibsellgheheimer 1907). Ce n’est qu’en 1910
qu'Emil Kraepelin donne un nom a cette pathologie maladie d'Alzheimer (Kraepelin
1910).

2. La maladie d'Alzheimer
La MA est une démence d’évolution chronique etdemia progression de la maladie se
caractérise par des troubles de la mémoire, dedaitton et des fonctions exécutives et
instrumentales. Au stade pré-démentiel, les symesosont |égers et intermittents, pouvant
facilement passer inapercus tels qu’'une incapacitéire différentes activités de maniére
simultanée. Au stade démentiel puis terminal, gaspgdmes s’'accroissent progressivement
faisant passer I'individu d’'un état d’autonomie qaéte a un état de dépendance avancée.

2.1.Troubles de la mémoire
Les troubles de la mémoire constituent les sympsomes plus marqués au cours du
développement de la MA. Ce sont en général lesiprerignes remarquables de la maladie.
Dans un premier temps, la mémoire a court termafésttée. Ainsi le malade peut avoir des
difficultés a se rappeler d’événements qui vienrdmise produire mais se souvient encore
relativement bien d’événements d’'un passé lointédin. cours du développement de la
maladie, l'altération mnésique est de plus en iph®rtante et agit de maniére rétrograde en

altérant progressivement les souvenirs plus anciens
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Les troubles de la MA concernent principalemendahs un premier temps la mémoire
« épisodique » a court terme. Ce type de mémoinmgted enregistrer, stocker et récupérer
des événements vécus personnellement et participeada construction de I'identité a partir

d'événements autobiographiques. L'altération deype de mémoire peut s'expliquer par
I'atteinte neurofibrillaire de la région hippocamupe et parahippocampique (Figure 1) dans
les stades précoces de la MA. La mémoire sémanfionots, concepts et connaissances
générales) est en général atteinte plus tardiverGentype de mémoire est relié d'un point de
vue anatomique aux aires temporales qui sont égaleaffectées de maniére importante par
les lésions de type neurofibrillaire.

gyrul(s cn'ngufar'\rg\ fimbria gyrus denté

|
/ corps calleux /

sillon de I
hippocampe

[s. pariéto-
occipit.

uneus |

2 - & lingual
A .- o
1 g™ L siflon
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Figure 1: Représentations anatomiques de la région hippocantpie et parahippocampique

Image de gauche d'aprés Gray 1858, image de dtajtees Di Marino 2010.

2.2.Troubles instrumentaux
Les troubles instrumentaux sont présents des latdibla MA, notamment les troubles du
langage. Le patient atteint de la MA présente déguwdtés a trouver le mot juste pour
désigner un objet. L'expression écrite est soupkrs précocement atteinte que I'expression
orale. La désorientation et des troubles de I'ttarpeuvent également survenir de maniéere
précoce. L’apraxie (difficulté a exécuter certagestes) et I'agnosie (difficulté a reconnaitre

des objets) se développent plus tardivement.

2.3.Troubles du comportement
Les troubles du comportement sont des symptomedgréquents chez les malades atteints de
la MA. Ces symptdbmes peuvent étre de natures tresrseés: troubles de I'humeur

(dépression, apathie, euphorie), troubles psychesig(hallucinations, délire), troubles
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végétatifs (sommeil, appétit), troubles moteurs memnents aberrants), modifications de
I'agressivité et de I'agitation. Le patient préseféquemment une perte d'initiative et de

motivation, un désintérét pour les passe-tempssatdlations sociales.

2.4.Perte d’autonomie
La MA s'accompagne d'une perte progressive d'aoi@nalans les activités de la vie
quotidienne jusqu’a un stade de dépendance t@akeclément d’appréciation est capital car
il conditionne toute la prise en charge du patieatbesoin d'assistance est croissant pour les
patients qui voient leurs capacités cognitivesidéclet qui ont des difficultés a effectuer les
gestes du quotidien.

2.5.Evolution relative des troubles neuropsychologiques
Au stade pré-démentiel, ce sont essentiellementdeables cognitifs qui portent préjudice au
patient. Ces troubles sont Iégers et peuvent pasapercus tant ces signes sont communs
dans la population générale : oubli d’'un nom oundniot, perte d’'un objet... Les troubles
comportementaux tels que l'irritabilité peuventrale’expliquer par de multiples facteurs.
La maladie évolue progressivement en 5 a 10 ansgiteindre le stade démentiel. Au cours
de cette période, il y a une aggravation marqués tomibles de la mémoire avec une
impossibilité¢ de faire appel a la mémoire a coermie. Les souvenirs lointains restent
épargnés au moins dans un premier temps. Les é®udu langage s’accentuent
progressivement. Le patient commence a avoir disulliés a exécuter certains gestes, a
coordonner ses mouvements et des difficultés anredtre des objets ou des personnes. Les
troubles comportementaux se développent entraionaet désocialisation. Les conduites
élémentaires commencent a étre touchées : trouldekalimentation et de I'hydratation,
troubles du sommeil.
Dans les stades séveres de la pathologie, le patiemt de la MA se dirige vers un état de
dépendance totale. La perte de mémoire atteinélagire de facon rétrograde. Les souvenirs
récents sont touchés puis progressivement les swavaus anciens sont perdus. Le malade
ne reconnait plus ni ses proches ni son environnerhes taches élémentaires ne sont plus
assurées : alimentation, hydratation, marche. Bignconsidérée comme non létale, la perte
progressive d’autonomie mene le patient dans uh atancé de fragilité qui influe sur

I'espérance de vie.
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3. Etiologie
Selon l'étiologie de la maladie, on en distinguanddormes distinctes : une forme dite
« familiale » d'origine génétique et une forme ditesporadique » d’origine multiple et

inconnue.

3.1.Forme « familiale » de la maladie d'Alzheimer
Certaines personnes sont porteuses de mutatior&igyés induisant un développement
précoce de la MA (avant 65 ans). On parle alorfodee « familiale » ou « génétique » ou
encore de «forme précoce » de la MA. Le nombreca® d'origine génétique est tres
minoritaire. Ces patients représenteraient envii#nde la totalité des cas de MA (Campion
1999). La premiére mutation génétique concernamt fonme familiale de la MA a été
découverte en 1991 sur le géne du précurseur geotaine amyloide (APP pour Amyloid
Precursor Protein) situé sur le chromosome 21 @b891). Depuis, de nombreuses autres
mutations ont été mises en évidence, la plupartaroant des genes liés au métabolisme du
peptidep-amyloide, composante majeure des plaques sénilgis. genes sont principalement
mis en cause dans ces formes familiales: les gesdemnt I'APP, la préséniline 1 (PS1) et la
préséniline 2 (PS2). Le réle de ces trois genes décrit ultérieurement dans ce manuscrit,
cependant il faut retenir que les modificationsdi@ la duplication de genes ou aux mutations
entraineraient une surproduction de peptide anw]aiéfaste pour le tissu cérébral (Hardy
1997).
On recense a ce jour 23 mutations sur le gend\B®|'toutes placées a proximité des sites de
clivages de I'APP par les sécrétases. En plussiea&ations ponctuelles, le géne de I'APP se
trouve dupliqué dans un certain nombre de cas.geegs PS1 et PS2 sont respectivement
situés sur les chromosomes 14 et 1. 93 mutatiorgeda PS1 et 12 mutations du géne PS2

ont été deécrites a ce jount{p://www.alzforum.org/res/com/mut/greUne étude menée en

2005 sur 65 familles francaises atteintes de forgggetiques de la MA a montré que 66%
des cas étaient dus a des mutations du gene P%1a t#es mutations du gene APP, 8% a des

duplications du géne APP et 11% restent d'originennue (Raux 2005).

3.2.Forme sporadique de la MA
Contrairement aux formes génétiques, les formeradmpes de la MA se déclarent de fagon
plus tardive, c'est-a-dire apres I'age de 65 altess Eeprésentent plus de 95% des cas de MA

(Campion 1999). Leur origine n’est pas clairemembke, cependant plusieurs facteurs de
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risque ont été mis en évidence : I'age, le sexejeau d’éducation, les facteurs génétiques

ou encore certaines pathologies associées.

4. Facteurs de risque et facteurs protecteurs
4.1.Age
L’age est le principal facteur de risque de la MA. prévalence des démences augmente
considérablement avec I'age (Figure 2). Avant 6§ &nprévalence est estimée entre 0,041%
(Campion 1999) et 0,2% (Lobo 2000 -étude Euroder@1ll9Ces chiffres augmentent
considérablement en fonction de la tranche d’'ageidérée jusqu’a atteindre 38,4% pour les

femmes agées de plus de 85 ans.
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Figure 2: Prévalence de la maladie d'Alzheimer par sexe a ptirde 65 ans

En rond blanc, la prévalence chez les hommes;rhmoir, la prévalence chez les femmes. D'aprés RGi90.

4.2.Sexe
La prévalence de la MA est plus élevée chez lesnfesnque chez les hommes (Figure 2).
D’une part, la population féminine de plus de 65 ast plus nombreuse que la population
masculine : 6 178 835 femmes contre 4 295 636 hanfDennées de I'INSEE en 2007).
D’autre part les femmes sont plus vulnérables ggehommes face a cette affection: la
prévalence est de 20,5% pour les femmes contré/dlp@ur les hommes. En prenant en
compte I'espérance de vie plus longue des femnmesstime que le risque relatif des femmes
de développer une MA est 1,5 a 2 fois plus importae celui des hommes (Touchon 2002).
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Cette observation peut étre liée a différents faste_a durée de la maladie serait plus longue
chez les femmes que chez les hommes. Laes@h. ont suivi 500 cas incidents de MA
pendant 5 ans et ont mis en évidence une médiaserde de 4,2 ans chez les hommes et 5,7
ans chez les femmes (Larson 2004). Le rble de detdbormonaux est souvent cité
(Casadesus 2008). Un déficit en cestrogenes chderteaes agées aurait un effet délétére
alors que la production d'androgénes chez les henaurit un effet protecteur. Un niveau
d’éducation généralement inférieur chez les femsuemut chez les femmes agées de plus de

65 ans pourrait également expliquer cette disparité

4.3.Niveau d’éducation

Un niveau d’éducation élevé pourrait contribueriraiduer le risque de développer une MA
(Letenneur 2000). Au contraire un niveau d'éducatiaible augmenterait le risque de
développer une démence (Ott 1995). L'évaluationideau d'éducation en tant que facteur de
risque de la MA est difficile a réaliser. En effatrelation entre niveau d'éducation et MA
pourrait étre faussée par une plus grande capdeitéserve cérébrale des personnes ayant un
niveau d’éducation plus élevé, ce qui leur perragttde mieux réussir les tests
neuropsychologiques retardant ainsi le diagnoketefineur 2000). Ces personnes pourraient
donc présenter une atteinte lésionnelle comparable personnes ayant un bas niveau
d’éducation mais seraient capable de retarder ksfestations cliniques de la maladie par

des mécanismes compensatoires.

4.4.Facteurs de risque vasculaire

Ecartés des criteres de diagnostic de MA dans meges 1980, les facteurs de risque
vasculaire tels que la pression artérielle, laigigmie ou le diabéete prennent aujourd’hui
une place considérable (Luchsinger 2004).

L’hypothése vasculaire suggére que I'hypo-perfusiénébrale induit un découplage entre
I'apport de nutriments via le flux sanguin et lardsde métabolique cérébrale. Ce manque en
nutriments crée un état de crise énergétique agil@ de toutes les autres observations
réalisées au cours de la MA (Figure 3). L’hypo-psidn cérébrale apparait généralement au

cours du vieillissement et est aggravée en présgméacteurs de risque cardiovasculaires.
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Figure 3: Action des facteurs de risque vasculaires au coude la MA

Le découplage de l'apport en nutriments par rapgoxtbesoins entraine une crise énergétique peatitia la
physiopathologie de la MA.

4.4.1.Hypertension artérielle
En 2000, Petrovitchet al. (Petrovitch 2000) ont montré I'existence d’undéatien entre
hypertension artérielle et |ésions cérébrales ténigtiques de la MA (atrophie cérébrale, PA
et DNF). Une augmentation des pressions artérisifsmliqgue (>160mmHG) et diastolique
(>95mmHg) en milieu de vie est associée a un plasdgnombre de plaques amyloides et de
déegenérescences neurofibrillaires dans I'hippocaip&luence de la pression artérielle sur
I'apparition des démences semble dépendre du moteelatvie considéré : en milieu de vie,
le risque serait augmenté en cas d’hypertensiodigagu’en fin de vie le risque serait
augmenté en cas d’hypotension. Plusieurs étudesmamiré une association entre une
augmentation de la pression artérielle en miliewideet le développement d’'un syndrome
démentiel ou a minima d'un déclin cognitif (Qiu 8R0La mise en ceuvre d’'un traitement
anti-hypertenseur pourrait permettre de prévenirtigdeement les atteintes cognitives
(Semplicini 2005).

22



Revue bibliographique - Généralités

4.4.2.Dyslipidémie
L’hypercholestérolémie pourrait jouer un role ddasformation des plagues amyloides
(Sambarmuti 2004). Cependant les tentatives decti@tu des taux de cholestérol par
I'emploi de statines n’ont pas permis d’influer $airdéclin des fonctions cognitives (Sparks
2005).

4.4.3.Diabete de type 2
Moins évident que certains facteurs de risque coftilge ou l'allele ApoE4, I'hypothese d'un
lien entre diabete de type 2 et MA est cependanvesd mise en avant. Biessadsal.
(Biessels 2006) ont effectué une revue systématilguéa littérature concernant les études
prospectives portant sur le lien entre diabéte At Bur treize études recensees, huit études
mettent en évidence un lien entre les deux patiedogyne étude similaire menée par Kopf et
Frolich (Kopf 2009) indique que quatre études smzeomettent en évidence un lien entre
diabéte de type 2 et MA. Sur le plan physiologiqigee hombreux mécanismes potentiels ont
étée décrits pouvant établir un lien entre ces gmthologies: une diminution du métabolisme
glucidique cérébral, une modification de la perniéabet de la signalisation de l'insuline
dans le tissu cérébral, une augmentation de fmfiation par I'effet direct de l'insuline sur la
production de facteurs pro-inflammatoires ou enecore dérégulation de la production ou de
la dégradation du peptideBAotamment par le biais de I'enzyme de dégradaiolinsuline
(IDE pour Insulin Degrading Enzyme). Certains atgewient un lien tres étroit entre diabéte
et MA et n'hésitent plus a parler de "diabéte gety' (Steen 2005).

4.5. Antécédents familiaux

Le fait d'avoir un parent proche atteint de la rdial'Alzheimer pourrait augmenter le risque
de développer une MA. Dans une étude portant §941patients atteints de la MA et 12 971
de leurs parents au premier degré, Lautenschéigkr(Lautenschlager 1996) ont montré que
le risque de développer la MA était plus importeinéz les enfants de parents atteints tous
deux de la pathologie par rapport a ceux qui netaju'un parent atteint et ceux dont les
deux parents n‘avaient pas la MA. De plus, I'agpiausurvient la maladie est plus précoce
chez les patients ayant pas des antécédents faxd&MA. Mosconkt al. proposent que cet
effet familial provient majoritairement du coté matel (Mosconi 2010). Cette étude montre,
par imagerie nucléaire, que les enfants dont leenest atteinte de la MA présentent une

diminution de la consommation cérébrale de glucsEmblable a celle observée chez les
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patients atteints de la MA. Ce profil d'hypo-métaoe glucidique ne se retrouve pas chez
les enfants dont le pere est atteint de la MA.

4.6.Facteurs génétiques
4.6.1.Apolipoprotéine E

L'apolipoprotéine E est une glycoprotéine impliqdées le transport du cholestérol et dans le
métabolisme des lipoprotéines plasmatiques. Le géeel’ApoE est localisé sur le
chromosome 19 et présente trois alleles majeurs kdapopulation. Ces alleles, nommeés E2,
E3 et E4, se distinguent par la présence d'acitéséa différents au niveau des codons 112
et 158. Les isoformes produites sont respectiverappelées: ApoE2, ApoE3 et ApoEA4.
L'ApoE3 est l'isoforme la plus représentée darmolaulation (80%) suivie par les isoformes
ApoE4 (12%) et ApoE2 (8%).
L'expression de l'allele E4 est un facteur de Bsde la MA. En effet, dans les formes
familiales tardives de la MA, 40% des patients qootteurs de cet allele (Brousseau 1994).
Dans les formes sporadiques de la maladie, le roadbicopies de l'alleéle E4 est lié au risque
de développement de la MA (Farrer 1997) et a l@dgaebut de la MA (Corder 1995). Le
risque relatif lié a l'allele E4 dépend fortemeset ltbthnie, du sexe et de I'age. Chez les
personnes ageées de plus de 70 ans, le risque fedadi I'allele E4 disparait. Les femmes
semblent plus affectées par ce facteur de risqeemPme certaines populations sont plus
susceptibles de développer une MA en ayant cdealRar exemple, les Japonais semblent
plus affectés que d'autres populations.
Le mode d'action de I'ApoE4 dans la MA reste enaozempris. L'apoE4 est retrouvée dans
les deux lésions principales de la MA: les plaqaes/loides et les DNF (Namba 1991).
L'expression de l'allele E4 est corrélée a une amgamtion du nombre de dépbts amyloides
dans le cerveau de sujets sains et de patienistattie la MA (Berr 2001). Il a également été
montré que I'ApoE pouvait jouer un rdle dans laeveieurofibrillaire notamment en
interagissant directement avec les protéines Tamposantes majeures des dégénérescences

neurofibrillaires (Roses 1996).

4.6.2.Autres facteurs de risques génétiques
L'importance de l'association entre MA et ApoE4 em@ant longtemps éclipsé toutes les
autres associations qui pouvaient étre évoquéssiew études des composantes génétiques de
la pathologie. Plus de 35 génes ont été désigmaésmeogenes candidats en tant que facteurs

de risque de la MA. Cependant les associationssregeévidence restaient toujours trés
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faibles par rapport a la forte association de Eapbaucun de ces genes n'a été admis comme
facteur de risque véritable de la MA. Récemmentixdétudes d'association sur le génome
entier (GWAS pour Genome-Wide Association Studgreeapant plus de 16 000 sujets ont
mis en évidence une association forte entre troizy@aux genes et la MA (Lambert 2009 et
Harold 2009). Les génes de la clustérine (CLU)adehosphatidyl-Inositol-binding Clatherin
Assembly Protein (PICALM) et du Complement Recefit¢€R1) sont aujourd'hui les génes
ayant montré la plus forte association avec la Mrea le gene de I'ApoE.

Ces trois genes sont associés a la MA sur le pbaétgiue mais leur mode d'action reste

encore incertain et plusieurs hypothéses ont éigedniFigure 4).
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Figure 4: Implication des génes ApoE, CLU, PICALM et CR1 dansle développement de la maladie

d'Alzheimer
L'implication des génes ApoE, clustérine (CLU), Bfimatidyl-Inositol-binding Clatherin Assembly Priote
(PICALM) et Complement Receptor 1 (CR1) est mise&eidence dans la cascade physiopathologique lige a
MA. D'aprés Sleegers 2010.

Le gene CLU code une protéine appelée clustérirgpolipoprotéine J (ApoJ). Le lien entre
ce gene et le développement de la MA est retroans tes deux études GWAS précitées, ce
qui souligne une relation potentiellement forte cava pathologie. D'un point de vue
physiopathologique, CLU pourrait agir selon diffées voies. Il existe une homologie forte
entre ApoE et ApoJ. L'ApoJ est la deuxieme apoliptiiine dans le cerveau apres I'ApoE.

Les deux protéines sont impliquées dans le trahsiesrphospholipides et du cholestérol. Des
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polymorphismes de CLU ont été associés a des matidns du taux de lipides et au rapport
de l'épaisseur intima-média au niveau de la captieé qui laisse penser que CLU serait
impliqué dans la physiopathologie de la MA via taevvasculaire. De plus, la clustérine est
une molécule chaperonne qui peut se lier a de reumbligands avec une spécificité
relativement faible grace a son domaine globuldédusion. Parmi ces ligands, on retrouve
des lipides et des facteurs du complément maiségait le peptide \ Par cette liaison,
CLU pourrait agir sur la fibrillogenése de [Aextracellulaire et son élimination en
augmentant I'endocytose ainsi que le passage did@egu travers de la barriere hémato-
encéphalique (BHE) (Sleegers 2010).

Le géne PICALM code une protéine jouant un réleartgnt dans I'endocytose médiée par le
systeme des clathrines. Une défaillance de ce mgsi#endocytose pourrait modifier la
formation des vésicules présynaptiques, leur traflentérieur du neurone et leur libération
dans la fente synaptique. La diminution de l'at#ivde PICALM dans des cultures
embryonnaires de neurones hippocampiques induit altération morphologique des
synapses, une diminution de I'endocytose et ugeaithbn de l'activité sécrétoire des synapses
(Bushlin 2008).

Le géne CR1 code une protéine du systéme du coreptéhe récepteur du complément de
type 1. Cette protéine joue un réle important danggulation de la cascade du complément
et dans I'élimination des complexes immuns notanmhesncomplexes issus de l'opsonisation
via les composants C3b et C4b du complément. Spiale physiopathologique, I'association
de CR1 avec la MA reste encore mal compriseLpaurrait se lier au composant C3b du
complément et étre éliminé par les érythrocytesepos du récepteur CR1 (Rogers 2006).
L'une des hypothéses avancées est donc qu'uneicatdii de l'activité de CR1 pourrait

altérer I'élimination de ce complexe et donc corelaiune accumulation de peptidg. A

4.7.Facteurs sociaux et environnementaux

La consommation de tabac induit une baisse desmpahces cognitives et un risque accru
de développer une MA de maniere dose dépendant@@d, Juan 2004).

La consommation d'alcool de facon modérée semhlie des effets protecteurs concernant la
MA (Letenneur 2004). Les raisons de cet effet mteter sont encore floues. L'action directe
de certains composés contenus dans les boissaidisdes comme les flavonoides du vin a
été évoquee (Savaskan 2003). Les effets bénéfapilzsconsommation modérée d'alcool sur
les facteurs de risque cardiovasculaires pourraigatement agir de maniere indirecte sur le

risque de développer une démence.
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L'exercice physique a un effet protecteur sur lelidécognitif (Weuve 2004) et sur la
survenue d'une MA en patrticulier (Larson 2006).

De nombreuses études ont montré un lien entresdgigi de développement d'une MA et le
comportement social (Fratiglioni 2004, pour revugi. réseau social développé diminue le
risque de MA. La richesse du réseau social pountiitencer la relation entre la sévérité des
lésions anatomo-pathologiques et le niveau desipeainces cognitives (Bennett 2006).

La pratique d'activités sociales de loisirs tetiee la lecture, le jeu, le jardinage, la danse, le
bricolage ou les voyages diminue le risque de Mab¢igoule 2002). A l'inverse les activités
moins stimulantes comme le visionnage de la tél@visemblent augmenter le risque de

survenue d'une démence (Wang 2006).

5. Prévalence et incidence
5.1.Prévalence

La prévalence de la MA ne cesse d’augmenter. Uribenme connaissance de la pathologie,
le vieillissement global de la population et uneilimere sensibilisation au diagnostic des
personnels de santé et de la population généraile adant de facteurs qui influencent
fortement 'augmentation de cette prévalence.
Au niveau mondial, une méta-analyse parue en 28i84if état de 24,3 millions de personnes
atteintes de démences avec 4,6 millions de nouveasppar an (Ferri, 2005). D’apres cette
méme étude, si I'on se base sur des taux de néralid’incidence constants, le nombre de
cas pourrait doubler tous les 20 ans pour attei@@naillions de malades en 2040.
D'autres études ont mis en évidence des chiffradasies. Wimoet al. en 2003 faisaient une
estimation de 25 millions de cas en 2000 et préeoya 14 millions de malades a travers le
monde en 2050. En 2007, Brookmegeal. ont estimé la prévalence de la MA en essayant de
prendre en compte les changements potentiels dgm&Vention et le traitement d’ici 2050.
Cette étude suggére que le nombre de patientsitatide la maladie d'Alzheimer pourrait
quadrupler dans cette méme période, passant del@6 millions de cas, soit 1 individu sur
85 atteint de la MA en 2050. Certaines études snobre plus pessimistes sur le nombre de
cas. Ainsi, la fédération internationale des asdmris en relation avec la MA, I'Alzheimer’s
Disease International, estimait le nombre de malad&5,6 millions en 2010, soit environ 10
millions de personnes atteintes de la MA en plugapport a I'étude de Brookmeyer de 2007
(Alzheimer's Disease International 2010).
En France, la source principale de données de lpraeaet d’'incidence est I'étude PAQUID

(pour QUID des Personnes Agées) menée depuis 1989irende et Dordogne chez des
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sujets agés de plus de 65 ans. En 1989, la préeaties démences chez les personnes agées
de plus de 75 ans était de 7,7%. Dix ans plus thads cette méme cohorte et cette méme
tranche d’age, la prévalence était estimée a 171 8&pres le dernier recensement effectué en
2007, il y aurait donc environ 950 000 personnesatdes agees de plus de 75 ans en France
dont environ 665 000 cas d’Alzheimer.

La prévalence de la MA devrait surtout augmentensddes régions en voie de
développement. L'amélioration des conditions sesiaét sanitaires dans ces pays devrait
logiqguement réduire la mortalité et faire augmetdagorévalence de la MA. En 2010, 57,7%
des patients atteints de la MA se trouveraient adbsspays en voie de développement. Ce
pourcentage pourrait étre de 70,5% en 2050 (RapleoltAlzheimer's Disease international
2009).

5.2.Incidence
Comme la prévalence, I'incidence des démences autgniertement avec I'age. D’aprés les
données de I'étude Eurodem (Fratiglioni 2000),cldence des démences passe de 2/1000
personnes/an entre 65 et 69 ans a 70/1000 perganrmpesir les plus de 90 ans (Figure 5). En
France, d’aprés I'étude PAQUID, il y aurait 225 G@fuveaux cas de démences par an.

—8— Démences —#— MA —&— DV
80 =

70 4
60
50 -

40 4

Incidence
(taux pour 1000 PA)

30 4

20 4

10 <

65-69 70-74 75-79 80-84 83-89 =90
Classes d'dge (ans)
Figure 5: Incidence des démences, de la maladie d'Alzheimerdes démences vasculaires
D'aprés Fratiglioni 2000. Données issues de I'éRutedem. Incidence en nombre de nouveaux casnpaoa

1000 personnes par tranche d'age a partir de 69viekismaladie d'Alzheimer, DV: démences vasculaPé;:

personnes/ an.
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Certains auteurs ont mis en évidence une augmamtde l'incidence au cours du temps.
Ainsi Roccaet al. ont montré une augmentation de l'incidence desetéas chez les
personnes agées de plus de 85 ans entre 1960 4t (R®8ca 1998). Plus réecemment,
Ukraintseva a montré une augmentation de l'incidethes démences de 62/1000 entre 1984
et 1990 a 92/1000 personnes/an entre 1991 et 20Rfifitseva 2006). Cependant ces
observations ne sont pas forcément significativasedaugmentation réelle de I'incidence
des démences. Il pourrait s’agir d’'un biais d0 noteent a 'amélioration du diagnostic et de

la reconnaissance de la maladie par les persodeealanté et par la population générale.

5.3.Limite des données de prévalence et d’incidence

Bien que de nombreuses études aient été réaliadsxd domaine, les données de prévalence
et d’'incidence de la MA restent incertaines. Enégéh les études d’épidémiologie prennent
indifferemment en compte toutes les formes de déewerie nombre de cas de MA est alors
estimé en considérant que 70% des cas de démeanteades patients atteints de la MA (Lobo
2000). La fiabilité du diagnostic est égalementpomt d’approximation important dans ces
calculs. On estime aujourd’hui que seul un cas desMr deux est diagnostiqué (Tyas 2006).
De plus, le diagnostic ne rend pas compte de nmari@mogene de la sévérité de la
pathologie : la majorité des cas diagnostiqués dest sujets atteints d’'une MA déja bien
développée. Le nombre de patients a des stadescpscprésentant des symptémes de la
maladie peu marqués, et le nombre de personnes atiémtes de plusieurs pathologies, pour
lesquelles il est difficile de distinguer clairenhéan MA parmi d'autres pathologies, sont sous-

évalués.

5.4.Conclusion sur les données de prévalence et déinced

Les chiffres de prévalence et d’incidence qui agigaent depuis une vingtaine d’années
concernant la MA sont alarmants. La MA est d’oresléga un probléme de santé publique
majeur, mais la situation démographique vers ldguebus nous dirigeons va encore
accentuer le poids de ce fléau. Entre 2007 et 2@509pulation mondiale devrait passer de
6,7 milliards a 9,2 milliards d’individus. Le nongbde personnes agées va considérablement
augmenter. En l'absence de mesures de préventioie taitement efficaces, le nombre de
personnes atteintes de démences devrait quadretpbaroisiner les 100 millions, soit plus

d’'une personne sur 100.
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6. Problématique de santé publique
6.1. Aspects démographiques

Les derniéres statistiques des Nations Unies ftait ée 6,9 milliards d’individus sur la
planete en 2010 (Tableau 2). D’ici a 2050, la papoh mondiale va croitre fortement,
notamment en raison de I'émergence des pays erdealéveloppement. Les prévisions des
Nations Unies sont de 9,1 milliards individus em@0Cette forte croissance démographique
ira de pair avec un vieillissement généralisé daolaulation, 'age médian passant de 29,1 en
2010 a 38,4 en 2050. Nous allons ainsi voir le mentes personnes agées de plus de 65 ans
tripler et celui des personnes agées de plus @gm8Quadrupler (Tableau 2). Si la prévalence
des démences reste identique, on verra donc le neodd personnes atteintes de la MA

augmenter dans des proportions equivalentes.

_ ) Population agée| % des plus de| Population agée| % des plus d
Population | Age médian
o i de plus de 65 anp 65 ans dans Ig de plus de 80 ans 80 ans dans|
(en milliers) | (en années) - ] o )
(en milliers) population (en milliers) la population
2010 6 908 688 29,1 523 478 7,6 105 637 15
2015 7 302 186 30,2 601 185 8,2 123431 1,7
2020 7674 833 315 713 855 9,3 142 728 1,9
2025 8 011533 32,8 832 326 10,4 160 765 2,0
2030 8 308 895 34,2 969 440 11,7 194 211 2,3
2035 8570570 35,5 1115886 13,0 242 344 2,8
2040 8 801 196 36,6 1251774 14,2 287 686 3.3
2045 8 996 344 37,5 1 363 865 15,2 339901 3,8
2050 9 149 984 38,4 1486 861 16,2 394 663 4,3

Tableau 2 :Données démographiques sur I'évolution du pourcenge des personnes agées dans la
population mondiale
En 40 ans le nombre de personnes agées devratient augmenter. La population agée de plus den§5 a

devrait étre multipliée par 3 et celle &gée de pl80 ans par un facteur 4. Source : base de dsmi@l'ONU

en 2008 http://data.un.org

6.2. Aspects économiques
6.2.1.Codt de la MA dans le monde
L'importance de la MA en terme de prévalence estsource d’inquiétude importante sur la
plan humain, mais également sur le plan économidus. difficultés croissantes de

financement de la prise en charge de la MA vorpaleavec la progression de la prévalence
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de la maladie. A long terme, le financement derisepen charge de la MA par nos sociétés
risque de devenir un probléeme majeur.

En 2010, le colt mondial de la MA est estimé a®@#ards de dollars américains. Si la MA
était un état, il représenterait la*8puissance économique du monde devant I'lndonksie,
Belgique ou encore la Suede (Rapport de I'ADI 2010)

Les colts de la MA peuvent étre subdivisés sel@at8gories : les colts informels pris en
charge par les proches, les codts directs sociales €olts directs médicaux tous deux pris
en charge par les systémes de santé des étatsolitssnformels et sociaux de la MA sont les
principaux contributeurs (42% chacun) des coltautat Les codts directs médicaux ne
prennent part que pour 16% d’entre eux (Tableau 3).

o Codts directs )
Codats informel __ : Codts totaux
Codts médicaux Co0ts sociaux

Codts (en millions
251,89 96,41 255,69 603,99
de dollars)

Proportion des
R 41,7% 16,0% 42,3% 100%
codts totaux

Tableau 3 :Codts de la MA dans le monde en 2010
D'aprés le World Alzheimer Report 2010 (Alzheim@&isease International 2010).

6.2.2.Cout de la MA en France
En 2005 en France, I'Office Parlementaire d’Evabratdes Politiques de Santé (OPEPS)
estimait le codt annuel moyen par patient a 22 @9&®s, dont 5 791 euros de dépenses
médicales et 16 307 euros de dépenses médicoesdials colts de prise en charge directs
auraient ainsi représenté pres de 10 milliards rd®upour la seule année 2005.
L’Organisation de Coopération et de DéveloppemanBmique (OCDE) avait estimé en
2000 le codt annuel par patient a 19 581 euros 48%i de codlts liés a la prise en charge
médicale, 27% a la prise en charge médico-sociaBd% liés a la prise en charge par les
familles des patients. En 2004, le méme organisstimait le colt de la MA en France a 9,9
milliards d'euros. Ces codlts ne relatent malhe@raest pas toute I'étendue du probleme. De
nombreuses dépenses ne peuvent étre réellemees priscompte : la perte de productivité
liée a I'état du patient, la perte de productiliée au temps de soins réalisés par la famille, la
difficulté d'évaluation de certains colts comme bkxmissions aux urgences ou les

consultations hospitaliéres.
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6.2.3.Evolution du cout
L’évolution du codt de la MA est difficile a évalyecependant d’aprés les estimations
d’'incidence et de prévalence et en l'absence deermant ou de politique de prévention
efficaces, on ne peut que prévoir une forte croissalu poids économique de la maladie.
Pour la France, 'OPEPS estime qu'en prenant emteohévolution du colt des services
médico-sociaux et des salaires, le colt de la MR@D serait environ trois a cing fois plus
élevé qu'en 2004, soit un codt allant de 9,9 mibaen 2004 a 28,9 ou 50,4 milliards d'euros
en 2040 (Rapport INSERM 2007).

B. Neuropathologie

1. Observations macroscopiques

Les observations macroscopiques sont essentieltenedatives a I'atrophie du cerveau
observée chez le patient atteint de la MA. Aux esadrécoces de la maladie, I'atrophie est
restreinte a certaines zones du cerveau: I'hipppeahamygdale temporale et le pble du lobe
temporal. Dans les stades avancés de la malaalimphie se généralise a I'ensemble des
régions du cerveau. Le poids des différents loksbraux varie de facon hétérogene par
rapport a celui de sujets sains de méme age: ¢éethporal est le plus affecté (diminution de
41% de la masse de tissu), suivi du lobe pariétmhifution de 30%) et du lobe frontal
(diminution de 14%) (Najlerahim 1988). Le poidsldbe occipital ne varie pas. La substance
grise est plus affectée que la substance blanahkapaphie. Le cortex peut étre vu comme
un ruban replié sur lui-méme pour former les cikaduations. La taille du ruban cortical est

affectée aussi bien en longueur (Duyckaerts 198®nggpaisseur (Querbes 2009).

2. Observations microscopiques
Deux types de lésions anatomo-pathologiques caistd@es peuvent étre mis en évidence
dans le tissu cérébral des patients atteints ddAa D'une part, les agrégats de peptides
amyloides forment les plagues amyloides dans Ctesgxtracellulaire. D'autre part, les
agrégats de protéines Tau forment les dégénérescemeurofibrillaires dans l'espace
intracellulaire. 1l est aujourd'hui impossible dieedavec certitude si I'une des deux Iésions
engendre l'autre. Dans cette incertitude généeglige communauté scientifique se divise
entre partisans de I'hypothése "baptiste” (en na@gvec les Iésion-amyloides) et partisans

de I'hypothése "tauiste" (en rapport avec les fé&side la protéine Tau). La premiere
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hypothése appelée hypothese de la cascade amidoidi@ montrer que le peptide amyloide,
composant majeur des plagues amyloides, est diimiti d'une cascade d'événements
physiopathologiques conduisant a la MA. A linverdeypothése tauiste décrit les formes
pathologiques de Ila protéine Tau, composantes ipales des dégénérescences
neurofibrillaires, comme étant a la base du dédwmgnitif ayant lieu pendant le

développement de la pathologie. Une troisieme geteégalement a prendre en considération
mettant en cause l'implication coordonnée des dypes de lésions. La réalité est en effet
probablement moins tranchée que ce que pourrassdai penser les deux premieres

hypothéses.

2.1.La cascade amyloide
2.1.1.Maturation de I'APP
Le composant majeur des plaques séniles est urppetide de 39 a 43 acides aminés, connu
sous le nom d'Amyloidp-ou AB. Bien que la présence de plaques séniles darsvean de
patients atteints de la MA soit connue depuis leutiélu XXéme siécle, la description du

peptide A8 a été réalisée pour la premiere fois en 1984 (&eh984).

2.1.1.1L'APP
La protéine précurseur de I'amyloide (Amyloid Pmsou Protein ou APP) est une protéine
transmembranaire de 695 a 770 acides aminés (8Y dudgorésente une forte homologie
avec certains récepteurs cellulaires (Kang 198APPR est produite dans de nombreux types
cellulaires, son expression étant régulée en fonalu stade de développement. L'APP est
surtout exprimée dans la membrane cytoplasmique @assi dans I'appareil de Golgi, le
réticulum endoplasmique et au niveau des membrareosomales, lysosomales et
mitochondriales (Laferla 2007). La forme d'APP laspreprésentée dans le cerveau humain
est la forme de 695 acides aminés (APP695). Laepartracellulaire située du coté N-
terminale représente 88% de I'APP695 (Figure 6)Yddreaine intracellulaire de I'APP (AICD
pour APP IntraCellular Domain) ne représente qupgtée partie de la molécule. Le peptide
AP est le produit du clivage de I'APP. Le segmerdtiiel la formation du peptide fAest
composé d'une partie de [l'extrémité N-terminale ragellulaire et d'un segment
transmembranaire (Reinhard 2005).
En fonction des sécrétases impliquées, le clivagbAdPP induit la production de différents

peptides (Figure 6).
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L’action combinée de I$ sécrétase (BACE1l poffAPP Cleaving Enzyme) et de ia
sécrétase induit la production de pepfideamyloide. Cette voie de maturation defi’8st dite

« voie amyloidogénique ».

Une autre voie de maturation peut avoir lieu, ibgi de la voie dite "voie non
amyloidogénique". Dans ce cas, I'APP est clivéelmassécrétase. Cette coupure intervient

dans la séquence de PAcrévenant ainsi la production de peptide A

Nonamyloidegenic Amyloidogenic
sAPPa
SAPP[_{. AB
p3 f A\ Y
\-- v-Secretase a-Secretase | BACE-1 ¥-Secretase  (H
\
GPI \J
! J _ ® . . Cholesterol
By | R 3
— " Lg {
Cellular A S | LA g
membrane | -
J ) A L 4 :
{ 5\
3 3 \
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33 APP €99 Vs ; JAICD
/4 C48-50 Gene expression

d in nucleus

\— Non-Raft

Figure 6: Voie de maturation de I'APP
D'aprés Querfurth 2010.

2.1.1.2.La voie amyloidogénique
La voie amyloidogénique est le processus de matargtii conduit a la formation de peptide
AB. La voie amyloidogénique fait intervenir deux typde sécrétases : fasécrétase (ou
BACE 1) et lay-sécrétase. L@-sécrétase clive 'APP du coté N-terminale libé@nsi une
grande partie de la molécule initiale dans I'espateacellulaire (SAPB. Le peptide de 99
acides aminés restant (C99) est par la suite plwrday-sécrétase libérant alors des peptides
AP de différentes tailles dans I'espace extracetkilat le domaine intracellulaire de I'APP
(APP IntraCellular Domain ou AICD).
La p-sécrétase, aussi appelée BACE fARP Cleaving Enzyme) ou memapsin, est
responsable de la quasi-totalité de la productiérBdll existe un homologue de BACE 1
appelé BACE 2, mais il n'est que faiblement repnésealans le cerveau. L’inactivation de

BACE 1 inhibe presque totalement la productionfii’A
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La y-sécrétase est un complexe multiprotéique qui g@atévité enzymatique permettant le
clivage de I'APP. Ce complexe est formé par 4 prege: les présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2),
la nicastrine (NCT), Aph-1 (Anterior Pharynx Defget 1 homolog) et Pen-2 (Presenilin
Enhancer 2 homolog) (Figure 7). L'inactivation dduseule de ces quatre protéines provoque

une diminution drastique de la production de pepAfl (Edbauer 2003).

BAPP AB1-40  Ap1-42

y-sécrétase
dépendante des
présenilines

membrane (

—
\A 4
~

cytosol

oo

AICD AICD AICD
C59 C57 C50

Figure 7: Clivage de I'APP par le complexey-sécrétase

Le complexey-sécrétase est formé de quatre protéines qui eéfatte clivage de I'APP pour former le peptide
AB. Aphl: Anterior Pharynx Defective 1 homolog; pengeseniline enhancer 2, NCT: Nicastrine; PS:
preseniline; AICD: APP IntraCellular Domain. D'aprié rapport « Maladie d'Alzheimer: enjeux sciéqtiés,
médicaux et sociétaux », INSERM, 2007.

La y-sécrétase peut réaliser 2 types de coupures degirconduisant a la formation de
peptides de 40 (B40) ou 42 (AB42) acides amines. Cette coupure intervient auaniwe
I'insertion de I'’APP dans la membrane cellulairgg(fFe 7). Lors du développement de la MA
la forme A342 se retrouve majoritaire par rapport a la fornpd@® (Selkoe 2001). La forme
de 42 acides aminés s’agrege plus facilement (Bkrt®97).

La y-sécrétase conditionne également la longueur dé®Ails peuvent étre composés de 57
(AICDC57) ou de 59 (AICDC59) acides aminés. Cedidep joueraient le réle de facteur de
transcription intracellulaire (Leissring 2002).
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2.1.1.3.La voie non amyloidogénique
La voie non amyloidogénique est la voie majoritaieematuration de I'APP. Elle représente
le processus de maturation qui conduit a la sérréte la partie N-terminale de I'APP aprés
clivage par lan-sécrétase. Cette voie induit la production deigeptqui semblent avoir des
effets bénéfiques sur le tissu cérébral. D’une, partoupure de ’APP intervient au milieu de
la séquence du peptide A ce qui inhibe sa formation. D’'autre part, le fremt
correspondant a la partie N-terminale de I'APP iaappelé sAPB semble avoir des
propriétés neurotrophiques et neuroprotectricedt@da 1997).
La a-sécrétase impliquée dans cette voie de maturasbrune enzyme de la famille des
métalloprotéases dont l'activité est régulée selenx voies distinctes : la voie constitutive
sous contréle de la protéine kinase A et une second régulée par la protéine kinase C
(Checler 1995, pour revue). La coupure pandsécrétase libére un peptide nommé s&PP
dans l'espace extracellulaire. Ce peptide semiglelaé'excitabilité neuronale et augmenter
la plasticité synaptique, favorisant ainsi les pssus d'apprentissage et de mémoire. La partie
C-terminale de 83 acides aminés aussi appelée&383fixée a la membrane. C83 est ensuite
dégradée via la voie lysosomale ou est clivee ggsécrétase ce qui induit la formation d'un
domaine intracellulaire de I'APP (AICD pour APPra@ellular Domain) et d'un peptide

d'environ 3 kDa nommé p3 qui est libéré dans l'esgxtracellulaire (Haass 1993).

2.1.2.La cascade amyloide
2.1.2.1.Description générale de I'hnypothése

Au début des années 90, il a été proposé que dem#B-amyloides étaient au cceur de la
physiopathologie de la MA (Hardy 1992 et Selkoe 1)9%ette proposition communément
appelée hypothése amyloide ou cascade amyloidéjitét&Ap non plus comme la
conséguence mais comme la cause de la pathologfte KBypothése est basée sur plusieurs
observations. Les personnes atteintes du syndraan®avn sont porteuses d'un alléle
supplémentaire de I'APP et développent des forragsliles de la MA. Les mutations
portant sur les genes liés au métabolisme de I&R@BNc de I'A induisent le développement
de formes familiales de la MA. L[Aest toxique pour les neurones en culture et tetieité
peut étre inhibée par un traitement anfi-AFinder 2007). L' pourrait induire
I'nyperphosphorylation de la protéine Tau, comptesamajeure des lésions neurofibrillaires
(De Felice 2008). Les mutations du géne codantdééme Tau induisent le développement

de démences frontotemporales parkinsoniennes et leodéveloppement de la MA
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(Spillantini 1998). Toutes ces observations ont r@@né penser que le peptide Atait

I'initiateur du processus neurodégénératif conatiiada MA (Figure 8). Les modes d'action
de I'AB dans la physiopathologie de la MA sont nhombregxégation, toxicité synaptique,
toxicité mitochondriale, induction de la pathologieurofibrillaire (Querfurth 2010, pour

revue).
Oligoméres

AE soluble Feuillets B

l Fibrilles

Maturation
de la RAPP

Mort neuronal e plyy rp 8 o’ SRS
k" ey AL Plagues amyloides
1 50 ]

Inflammation

Figure 8: Hypothése de la cascade amyloide
DNF: Dégénérescences neurofibrillaires. D'aprés aifial d'Alzheimer: enjeux scientifique, médicaux et
sociétaux, INSERM, 2007.

2.1.2.2.L'agrégation

L'agrégation du peptid@&amyloide est au centre de toute I'hnypothése adwgldiitialement,
I'AB est libéré dans I'espace extracellulaire sousdatm monomeres de 4 kDa. Sous l'effet
de facteurs encore mal compris, ces monomeresbles|uinteragissent entre eux donnant
ainsi naissance a un large éventail d'oligomeregrégation et I'agrandissement des formes
oligomériques de I'B ménent a la formation de fibrilles insolubles d@e@me a la formation
de plagues amyloides de grandes dimensions (F&)ui@e processus n'est pas speécifique a
I'AB. Il s'agit d'un processus de nucléation et derpéfisation emprunté par de nombreuses
molécules "agrégantes” (Finder 2007).

L'agrégation des peptidegiA&st sous le contrble de facteurs intrinsequestanseques. Les

facteurs intrinséques sont liés a la charge, aidéphobicité et aux propriétés structurelles
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secondaires de la molécule. Le peptigephésente notamment une forte propension a former
des feuilletsp-croisés plutbét que des hélicesce qui le rend plus prompt a former des
agrégats amyloides (Williams 2004). Les facteursiresseques regroupent les variables de
température, pH, stress oxydatif ou encore de cdrat@®n de peptides Aqui vont moduler
I'intensité de formation des agrégats. La balamtes goroduction et dégradation defl'foue

un réle primordial dans la concentration du peptidiens les formes familiales de la maladie,
les processus de production sont fortement altéstssnment & cause des mutations au niveau
de I'APP et des sécrétases. Cependant, aucunenégidee permet de démontrer une
altération des processus de formation de l'amylaides les formes sporadiques de la
maladie. A I'heure actuelle, ce sont les procesiudégradation qui sont essentiellement mis
en cause dans l'augmentation de la quantité dedeepimyloide. L'implication de plusieurs
protéases dans ces processus de dégradation i@ moigt en évidence : la néprilysine (NEP),
'enzyme de conversion de I'endothéline (ECE) einfyme de dégradation de l'insuline
(IDE). La surexpression ou I'inactivation de cegynes induit une modification notable des
taux de peptide B soluble, du nombre de plagues séniles ou encosepddormances
cognitives chez I'animal.

Si le processus d'agrégation est considéré comanélétpoint le plus important de la cascade
amyloide, il faut noter que le peptide} Aeut se retrouver sous de nombreuses formes
agrégées dans le cerveau. Pendant longtemps, tesedoinsolubles de I\ ont été
considérées comme étant les formes les plus toxiqueause de leur forte représentativité
dans les plaques séniles. Cependant, leur immitakans les processus neurodégeénératifs est
fortement remise en cause. D'une part, la quasttité topographie des agrégatsfiife sont
pas corrélées aux stades de développement de la(Bddak 1991). D'autre part, de
nombreuses étudeés vivo etin vitro ont montré que la quantité de formes soluble$ &t
mieux corrélée avec la séveérité de la maladie gupuantité de formes insolubles (Lue 1999,
McLean 1999). La neurodégénérescence liée a laratiatio de I'A8 serait donc le résultat de
I'activité de ces formes solubles. De plus, tolgeformes solubles dfAne présentent pas le
méme profil toxicologique. En 2002, Dahlgretral. ont montré que les monomeéres étaient 40
fois moins toxiques que les oligomeres. La décdavate l'importance des formes
oligomériques d'A dans la physiopathologie de la MA releguent awtwi les plaques
amyloides a un réle de réservoirs de formes saubld représentant le stade final du
processus (Haass 2007).
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2.1.2.3.Toxicité synaptique
Lors de la MA, le nombre de synapses est fortemétit et cette diminution est mieux
corrélée avec les déficits cognitifs que la quantie plaques amyloides (Terry 1991). Le
nombre de synapses est tres diminué dans les dentstes densités enpAoligomériques
(Koffie 2009). Les molécules de signalisation sisiQu niveau des synapses et qui permettent
la mise en place des processus de mémoire sordgestd a quantité de synaptophysine, une
protéine transmembranaire située dans la membrase vésicules présynaptiques, est
diminuée de 25% chez les patients atteints de la MAB induit également une diminution
de la libération des neurotransmetteurs présynaggicet une modification des courants
ioniques post-synaptiques, liée a une endocytoseédepteurs du glutamate.

2.1.2.4 Atteintes membranaires

L'un des mécanismes de toxicité neuronale dé pdurrait étre I'induction de dommages de
la membrane cellulaire (Finder 2007). B'Aourrait provoquer la formation de canaux ou de
pores a travers la membrane plasmique. Cette augtimnde la perméabilité favoriserait
I'entrée d'ion CZ, dérégulerait 'homéostasie du calcium et au findlirait 'apoptose des
neurones. Ces pores ont pu étre mis en évidensaleléinsu cérébral de patients atteints de la
MA par microscopie a transmission électronique atdnaésolution (Inoue 2008). De plus,
une dérégulation de I'homéostasie calcique a pal réise en évidence chez des patients
atteints de la MA.

2.1.2.5.Stress oxydatif
Le stress oxydatif est un élément majeur de I'Hhygse amyloide (Sultana 2009). Les especes
réactives de l'oxygene (ROS pour Reactive Oxygeecip) et les especes réactives de
l'oxyde d'azote (RNS pour Reactive Nitrogen Spe¢aest les acteurs du stress oxydant. Les
ROS et les RNS peuvent provoquer des dommages ftifsydar de nombreuses molécules
comme I'ADN, I'ARN, les lipides et les protéinedleE peuvent étre produites via différents
meécanismes (Crouch 2008)
L'une des principales sources de ROS est la mitmbie Chez les patients atteints de la MA,
la morphologie, l'activité et le nombre de mitoctives sont diminués. LA s'accumule a
l'intérieur des mitochondries et altéere le métamé énergétique en inhibant l'activité de
plusieurs enzymes mitochondriales. La chaine desp@t des électrons, la production d'ATP,
la consommation d'oxygéne et le potentiel de mengbmaitochondrial sont altérés. Les

quantités de radical superoxide et de peroxyde ddimgne augmentent alors
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considérablement. Le peroxyde d'hydrogéne est tapabcauser des dommages a l'intérieur
méme de la mitochondrie mais également de diffdseis le cytosol et d'affecter d'autres
cibles intracellulaires.

La microglie activée est également une source itapte de production de RNS.

Les dommages causés par les ROS et RNS peuvemteétliférents types. L'oxydation des
lipides membranaires produit des aldéhydes toxiqu&scydation de certaines protéines
conduit a la formation de dérivés carbonés ou sittéaltération des membranes pourrait
conduire a une modification de I'homéostasie daaga ou d'ions comme le calcium.

De nombreuses traces de stress oxydatif sont assogila MA. Des dommages oxydatifs de
I'ADN ont été mis en évidence chez I'homme et ddes modeles murins de la MA. Les
marqueurs du stress oxydatif précedent les léspaikologiques dans certains modeéles
animaux de la MA. Certaines études ont montré Bichple la consommation d'antioxydants

sur les performances cognitives (Vingtdeux 2008).

2.1.2.6.Inflammation
On trouve une forte quantité de cellules microgbagt astrocytaires activées dans le cerveau
des patients atteints de la MA, particulieremeptaximité des amas fibrillaires dBAWyss-
Coray 2002).
Concus a la base comme mécanisme de défense inamaimiti systeme nerveux, ces deux
types cellulaires finissent par participer au déppement de la pathologie. Par exemple, la
microglie activée réalise un travail de protectiem internalisant I'A et en la dégradant.
Cependant la quantité ggAétant trop importante dans la MA, la microglie aestivée de
maniere chronique. Elle produit alors un ensemieleliémokines et de cytokines qui vont
endommager les tissus environnants. Les chémokidassent la migration de monocytes du
sang périphérique vers les espaces cérébraux @ dertsité en plaques amyloides. Les
cytokines comme l'interleukine 1, l'interleukine®6le facteur tumoral de nécrosg TNF-0)
vont induire des lésions sur les cellules endomemgéomme sur les cellules saines
accélérant ainsi le processus létal. Les astrocyttisés liberent également une série de
molécules destinées a combattre l'invasion dé iihais qui sont aussi peu spécifiques envers
leurs cibles (protéine C-réactive, alphal-antichieypsine...). Enfin, la microglie activée
comme ' fibrillaire est capable de stimuler la voie du gdément favorisant ainsi
l'autolyse des cellules environnantes (McGeer 2001)
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2.1.2.7.Action sur la protéine Tau
L'hypothése amyloide propose une action du peptjtisur les modifications de la protéine
Tau qui ménerait a la formation des DNF et a lagagie du cytosquelette (Figure 9). Ce
mode d'action passerait notamment par le stresdapxycausé par le peptidgg ALe stress
oxydant favoriserait I'nyperphosphorylation de Tati donc favoriserait le processus

d'agrégation de la protéine.

Speradic AD FAD

Figure 9: Schéma des mécanismes impliqués dans la cascade laiicle
FTD: Démences fronto-temporales, FAD: Forme faneilide la maladie d'Alzheimer, NFTs: Dégénérescences
neurofibrillaires, PHFs: paires de filaments héligux. D'aprés Finder 2007.
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2.1.3.Topographie des Iésiong3A
L'évolution topographique des Iésions a travetssk cérébral se décompose en trois grands
stades (Figure 10 - Braak 1991).

Figure 10: Evolution de la distribution des dép6ts amyloideshez 'Homme

L'évolution de la distribution des dépbts amyloidedistingue en trois étapes selon la sévéritéa gathologie
(de A a C). L'augmentation du niveau de gris cqes a une augmentation du nombre de dépbts amagloie
cerveau est vu selon trois plans: vue latéraleresten haut, vue dans le plan sagittal médian &aunvue de
dessous d'un hémisphere en bas. A: Les premiesemseamyloides se trouvent dans les parties Isasale
l'isocortex. B : Toutes les aires associativesadirales présentent des lésions amyloides. L'lvpmpe est

faiblement affecté. C : Toutes les aires isocdeainsi que I'hippocampe sont affectés. D'apraai81991.

Les parties basales des cortex frontaux, temposawccipitaux sont dans un premier temps
affectées par des dépoéts diffus et peu nombreuxpelgtide amyloide. La région

hippocampique est alors épargnée. Les PA envalidaes un second temps toutes les aires
isocorticales a I'exception des aires sensorimegriprimaires. La densité des dépots
augmente. L'hippocampe est modérément affecté. Dangoisieme temps, le hombre de

plagues amyloides augmente considérablement dahsetoortex, le striatum, le thalamus,

I'nypothalamus et les noyaux profonds. Méme a ceielestade, I'hippocampe présente une
densité de dépodts modérés. L'évolution de ce staseerne essentiellement les aires
isocorticales primaires dans lesquelles la quadgtflaques croit fortement. La progression
topographique des lésions amyloides se fait en ismesse de celle des Iésions liées a la
protéine Tau. La progression des lésions amyloitkest pas corrélée aux symptdmes de la
MA: I'hippocampe est par exemple atteint tardivenerelativement modérément alors que

les troubles mnésiques sont précoces.
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2.2.Les dégénérescences neurofibrillaires
2.2.1.La protéine Tau

La protéine Tau (Tubulin Associated Protein) appatta la famille des "Microtubules
Associated Proteins” (MAP). Les microtubules (MTYdns des éléments majeurs du
cytosquelette neuronal. lls assurent le maintiefadaorphologie des neurones et servent de
réseau pour le transport axonal. La protéine Tassgme un rble majeur dans la
polymérisation, la stabilisation et la dynamique decrotubules (Cleveland 1977).
La protéine Tau est principalement exprimée dassal®nes (Binder 1985). Elle est codée
par un gene situé en position 17921 du chromosom&eé géne est composé de 16 exons,
mais dans le cerveau humain seuls 11 exons seaMarnproduction de la protéine Tau (Neve
1986, Goedert 1988). Dans le cerveau, I'épissagnaltif des exons 2, 3 et 10 permet
d’obtenir six isoformes distinctes (Figure 11).dsllsont composées de 352 a 441 acides

aminés et leur poids moléculaire varie de 45 aB&. k

Exon structure Aming  |soform
{variable exons) acids
Adult tau isoforms [2+]3+lod | [E2]Ea] 441 ARMZN
[2=] > 16 | [E2] R1 I Rz I R: R4 412 4RIN
2] > [i08 | B B B s aron
(=[]0 | [E2[E3] | R1 [ R3 R4 la10 3RN
M (2] 5 [ I [E2] I [ [ 381 3RAN
Fetal tau isoform | El B [ |32 3mon

Figure 11: Description des 6 isoformes de la protéine Tau
Il existe 6 isoformes de la protéine Tau, qui emcfmn de la présence ou I'absence des exonst2Bpeuvent
comporter de 352 a 441 acides aminés. D'aprés B2ad.

La partie C-terminale de la protéine comporte 3@eéquences répétées notées de R1 a R4.
L'épissage alternatif de I'exon 10 produit desasukes de Tau avec 3 (exon 10-) ou 4
(exon10+) domaines répétés (Figure 11). Les isadsroomposées de trois domaines répétés
ne disposent pas de R2 et sont regroupées sowsnte tde « Tau 3R ». Les isoformes
composees de 4 domaines répétés sont regroupéeke $etme de « Tau 4R ».

L'épissage alternatif des exons 2 et 3 permetefiran de 0 (ON; exons 2-,3-), 1 (1N; exons
2+, 3- ou inversement) ou 2 (2N; exons 2+,3+) sBgee de 29 acides aminés chacune
(Figure 11).
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Dans le cerveau adulte humain, on trouve autastfdimes 3R que 4R et le ratio entre les
isoformes ON, 1IN et 2N est respectivement de 37¢t5% (Brandt 2005). Ces différentes
isoformes sont exprimées a différents stades dweldgpement humain. Ainsi, seule

l'isoforme 3R/ON est présente dans le cerveau dusfalors que les autres isoformes

apparaissent durant la période post natale.

. ___E2E3 E10 441
Nt \ % _ Ct
z ,R1 R2 R3 R4
= : Proline-rich
Acidic region Yo Repeats
« > <% >

Microtubules

Projection Domain A ,
Binding Domain

Figure 12: Représentation Schématique de la protéine Tau
Représentation de l'isoforme la plus longue dertdaéme Tau (2+,3+,10+). Nt: c6té N-terminal, Cté& C-

terminal. D'aprés Buée 2000.

La protéine Tau possede deux domaines distinctsloleaine de projection situé dans la
partie N-terminale et le domaine de liaison auxrotitbules situé dans la partie C-terminale
(Figure 12).

Le domaine de projection est composé d'une pared&gion acide chargée négativement qui
comprend les 2 inserts issus des exons 2 et 3agtrel part d'une région riche en proline,
basique et chargée positivement. La région richepratine est le siege de nombreuses
modifications post traductionnelles avec notamndminombreux sites de phosphorylation.
Cette région joue un réle important dans la liaidera protéine Tau avec les microtubules.
Le terme "domaine de projection” s'explique pafaié que cette partie de la protéine Tau
pourrait se projeter a partir des microtubules paller interagir avec des organites
intracellulaires comme les mitochondries, d'auéiésnents du cytosquelette comme l'actine,
ou encore avec des éléments de la membrane plasihige 1998).

Le domaine de liaison aux microtubules est complasge région acide située a I'extrémité C-
terminale et d'une région dans laquelle se falter@ent la liaison avec les microtubules.

La région de liaison aux microtubules est compa&ed a 4 domaines répétés (R1 a R4). Ces
domaines contrdlent la fixation de la protéine alescmicrotubules et donc leur stabilité. lls

sont similaires mais pas completement identiquiessdnt composés de 31 ou 32 acides
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aminés chacun: une séquence répétée de 18 acideésahautement conservés et une
séquence "inter-repeats” de 13 ou 14 acides amipnés conservés.

L'interaction avec les MT se fait par des liais@hsctrostatiques. La tubuline est chargée
négativement dans son extrémité C-terminale etoleaihe de liaison aux MT est chargé
positivement (Buée 2000).

Les formes Tau 4R fournissent une interaction foug avec les diméres de tubuline et donc
favorisent la stabilité des microtubules de mang@tes importante. Cependant, la partie la
plus importante dans l'interaction avec les MT derélre le peptide KVQIINKK qui se situe
dans la séquence entre R1 et R2 (Buée 2000). lLeeség inter-région R1-R2 ne se trouve
gue dans les formes Tau 4R. Sa présence induiaffinéé de liaison avec les microtubules

40 fois plus élevée de la forme Tau 4R par rappdatforme Tau 3R (Panda 1995).

2.2.2.Agrégation de la protéine Tau dans la MA
Le processus d'agrégation des protéines Tau mararformation des DNF n'est pas encore
clairement établi. D'aprés les données de ladiitiee, certaines séquences d'événements ont
pu étre mise a jour (Binder 2005). Dans un prert@eps, la protéine Tau doit étre dissociée
des MT pour se retrouver libre dans le cytoplasres deurones (Figure 13). Cette
dissociation pourrait étre médiée par la phosphtioh anormale et I'hyperphosphorylation
de Tau. D'autres modifications post-traductionisellpourraient alors avoir lieu. Le
changement conformationnel de Tau induit par uné&ptyse partielle pourrait conduire a la
formation de feuillet§ croisés. La structure de la molécule ainsi modifiérmettrait alors de
former des diméres de protéines Tau en positi@eatéthe. Ces dimeres pourraient initier un
processus de nucléation menant a la formationgdwieres puis de protomeres (filaments de
protéine Tau). L'association de deux protomeéresud@s I'un autour de l'autre formerait alors
les paires de filaments hélicoidaux (PHF pour Eakelical Filaments). L'augmentation de
concentration de protéines Tau libres dans le ¢ysope neuronal augmentant, ce processus
d'agrégation n'aurait de cesse de s'amplifierrfaigimsi augmenter le nombre de PHF jusqu'a
former les dégénérescences neurofibrillaires ou DNF
Les DNF se trouvent presque exclusivement a liguérdes neurones, dans les axones des
neurones, lieu ou la concentration en protéinesebala plus importante. Avec I'évolution de
la maladie, on trouve progressivement une quadg8tdNF plus importante dans le corps
cellulaire des neurones.
L'origine de la toxicité des agrégats de protéinas reste encore mal comprise. Il semble

cependant évident que la perte de fonction cauaédapdissociation de Tau avec les MT
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induit leur déstabilisation. La génération de ndlegeprotéines Tau destinée a combler ce
déficit serait également a l'origine d'autres dysfions. La forme la plus longue de Tau serait
trop représentée et altérerait le transport axenlal stabilité des MT (Dubey 2008).

Tau and Micretubule
microtubule-associated
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Figure 13: Agrégation de la protéine Tau et dysfonction des rarotubules

La phosphorylation pathologique de la protéine ifauit une dissociation de la protéine avec lesotitules.

Les microtubules sont déstabilisés et se dissacieas protéines Tau libres s'agrégent dans l'espace
intracellulaire, forment les paires de filamentdiduédaux puis les dégénérescences neurofibrilai@apres
Querfurth 2010.
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2.2.3.La dysfonction de la protéine Tau dans la malathé&zbeimer

La protéine Tau est le composant principal desepaile filaments en hélice (Paired Helical

Filament ou PHF) retrouvés dans la MA (Brion 1985¢pendant la présence d’agrégats de
protéine Tau n’est pas spécifique de la MA. C'estdpographie des lésions et la présence
conjointe d’agrégats de peptide amyloide qui pedeataractériser la MA.

On trouve des agrégats de protéine Tau dans ddéoreases pathologies telles que les

syndromes parkinsoniens, la maladie de Pick, lemedées frontotemporales liées au

chromosome 17 (DFTP-17). Toutes ces pathologies segroupées sous le nom de

tauopathies.

2.2.4.Modifications post-transcriptionnelles de la prog&iTau
On retrouve chez les patients atteints de tauggmtlplusieurs modifications post-
transcriptionnelles de la protéine Tau. Hyperphosghtion, protéolyse, ubiquitination,
glycosylation ou encore glycation sont des procesqui pourraient intervenir dans
I'agrégation de la protéine Tau (Wang 2008, poweg

2.2.4.1.Phosphorylation
La phosphorylation est un processus impliqué dangdulation de l'activité de la protéine
Tau en conditions physiologiques (Sergeant 2008).
A I'état déphosphorylé, la protéine Tau est fixaeles microtubules, jouant ainsi son réle de
stabilisateur (Figure 14). Cependant, cette fixath@ peut étre permanente car elle est un
obstacle pour bon nombre de processus physiologigle que le transport axonal le long des
microtubules ou encore la plasticité du cytosqteldt existe donc une balance entre I'état
phosphorylé et I'état déphosphorylé.
Une fois phosphorylée, la protéine Tau se liberes deicrotubules. Les processus
physiologiques précités peuvent avoir lieu, avane wouvelle déphosphorylation qui
permettra la fixation de Tau sur les microtubu(@stte balance permet de garder un équilibre
entre stabilisation des microtubules et bon fomectement du neurone (Figure 14).
La balance entre phosphorylation et déphosphooylatist régulée par diverses kinases et
phosphatases. Plus de 20 kinases différentes apables de phosphoryler la protéine Tau.
Ces kinases se regroupent en 4 familles :
- les «proline-directed protein kinases » (PDPK])lese phosphorylent les résidus
Serine et Thréonine lorsqu’ils sont suivis d'uneolife. Ce groupe comprend
notamment CDK1, CDKS5, les MAPK et SAPK.
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- Le groupe des non-PDKP comprend la Tau-tubulindenhet 2, la casein kinase 1, 2
et 1sigma, DYRK, MARK, PKA, PKB/AKT, PKC et PKN.
- Le troisieme groupe inclut les kinases qui phospglkat les résidus Serine et
Thréonine, parfois seuls, parfois suivis d’'une iReol
- Le quatrieme groupe comprend les Tyrosines kindles que Src ou C-abl.
Contrairement aux kinases, les phosphatases oneffetide déphosphoryler la protéine Tau.
Les phosphatases 1, 2A et 2B (calcineurine) soiggmtes dans le cerveau humain et sont
capablesin vitro de déphosphoryler la protéine Tau. L’utilisationinkibiteurs des

phosphatases 2A et 2B résulte en une augmentatitamphosphorylation de la protéine Tau.

Cargo moving ; ] ) Cargo moving
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phosphatases restores the
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Figure 14: Balance phosphorylation/déphosphorylation de la priggine Tau

L'association des protéines Tau sur les microtsbdst liée a une balance entre phosphorylation et
déphosphorylation qui permet la mobilité des élémentracellulaires sur le cytosquelette. D'apredieBore
2007.

La phosphorylation pathologique de la protéine fiegroupe deux processus distincts. D'une
part, la protéine Tau est phosphorylée sur des gitene sont pas phosphorylés en conditions
physiologiques: il s'agit de la phosphorylation ramale de la protéine Tau. D'autre part, au
cours de la MA, certains sites de phosphorylatiblyslogiques sont phosphorylés de
maniére plus importante: il s'agit de I'hyperphasplation de la protéine Tau.

Il existe 85 sites potentiels de phosphorylationl'ssoforme de Tau la plus longue (Sergeant
2008). Seuls 71 sites sont effectivement phospésrgn conditions physiologiques ou
pathologiques. Les principaux sites se situentdggrrésidus Sérine et Thréonine, la plupart
situés a proximité des domaines d’interaction desamicrotubules et en particulier dans la
région riche en Proline. La phosphorylation derésgdus module fortement 'affinité de Tau
pour les microtubules. Ainsi la phosphorylationT au niveau des résidus Sérine 262 et

356 et Thréonine 231 situés dans le domaine deohades MT inhibe la capacité de la
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protéine Tau a se lier aux MT. De la méme fagonpHasphorylation pathologique des
résidus dans la région riche en Proline diminugefoent la capacité de liaison Tau/MT (Liu
2007, Brandt 2005).

2.2.4.2.Protéolyse partielle

La protéolyse partielle de la protéine Tau pouré@ite impliquée dans un processus
d'agrégation menant a I'apparition des DNF darndAa(Meraz-Rios 2010). Ainsi, il a été

montré que la protéine Tau pouvait étre clivée iabgn en position N-terminale qu'en

position C-terminale. Cette protéolyse partiellduimait des changements conformationnels
de Tau conduisant a son agrégation (Binder 200Butf2s études indiquent que Tau serait
substrat des caspases 3 et 6 et que son clivageaidapoptose neuronale (Fasulo 2000,
Horowitz 2004). Suivant la sévérité de la malatkeclivage de la protéine interviendrait a
différents niveaux: le clivage aurait lieu dans premier temps en partie C-terminale au
niveau de l'acide aspartique en position 421, pypsdement l'extrémité N-terminale serait
clivée a son tour, et enfin le clivage de la pa@ierminale au niveau de l'acide glutamique

en position 391 laisserait un peptide initiantrigggtion (Binder 2005).

2.2.4.3.Glycosylation
La glycosylation de Tau est une modification poathictionnelle permettant ['ajout
d'oligosaccharides sur les chaines latérales geolzine. La N-glycosylation des protéines
Tau situées dans les PHF est augmentée par rapporprotéines Tau normales (Wang
2008). La glycosylation permettrait de faciliterplaosphorylation de Tau par les kinases cdk5
et GSK3 au niveau de différents sites de phosphorylatrmrraale (Liu 2002).

2.2.4.4.Glycation
La glycation permet d'établir une liaison covaleatdre un sucre et la partie N-terminale
d'une protéine. La réaction est de type non enzgomatet entraine la formation de produits
finaux de glycation avancée (AGEs pour Advancedc&ipn End products). Bien que cette
modification ne soit pas exclusive a la MA, ni mémka protéine Tau, la présence d'especes
glyquées au sein des PHF suggere un lien entrdytatmpn et la formation des DNF
(Ledesma 1994). La glycation de Tau au niveau duailoe de liaison aux MT potentialise

I'agrégation de la protéine (Ledesma 1998).
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2.2.4.5. Ubiquitination
L'ubiquitine est une protéine jouant un réle deutétion dans les processus de protéolyse de
protéines endommagées ou a durée de vie limitéesi Ags protéines poly-ubiquitinées sont
ciblées pour étre ensuite dégradées par l'inteamrédd'un systéme ubiquitine-protéasome.
L'ubiquitine est fortement liée a la protéine Tadafietto 1988). L'ubiquitination de Tau
serait due a l'action de l'ubiquitine ligase CHUP ks formes phosphorylées de la protéine
dans les PHF. Etant donné son importance dansi¢éadeodégradation de la protéine Tau
phosphorylée, ce processus pourrait étre au codiagiégation de la protéine Tau. En effet,
en cas de défaillance de ce systéme ou en casndiatagion trop élevée de la forme
hyperphosphorylée de Tau, la dégradation de Tauresise en cause et conduit a
l'augmentation du nombre de protéines Tau hypepshgiees libres (Dickey 2006).

2.2.5.Topographie des Iésions
L'ordre d'apparition des DNF dans le cerveau auscou développement de la MA est
stéréotypé, séquentiel et hiérarchique, allant derdgion hippocampique aux aires
associatives puis aux aires corticales primaireslg@urte 1999 et 2002). La progression
topographique des lésions peut ainsi se distingnet0 stades. Les Iésions neurofibrillaires
apparaissent dans un premier temps dans le codrgentorhinal et entorhinal, puis dans
I'nippocampe. Le cortex associatif est ensuitect#f@avec une atteinte du cortex temporal
antérieur, inférieur puis moyen. Toutes les ainecortex associatif (polymodal) présentent
alors des lésions de type DNF. Le cortex primastd@iché tardivement avec une atteinte qui
se fait en premier lieu au niveau du cortex fropias qui se généralise a toutes les régions
corticales. La progression temporelle des lésiomsi-fJositives est bien corrélée a la
progression des symptéomes cliniques (Nagy 19953. pertes de mémoire se font sentir
précocement avec l'atteinte de la région hippocqueppuis les taches sous le controle des
aires associatives sont affectées (aphasie, troutdela mémoire sémantique), enfin des
troubles comme les troubles du comportement, ba@rau I'agnosie se font ressentir avec
I'atteinte des aires corticales primaires (frontedenporale et pariétale). La figure 15 décrit la
progression et la densité relative des DNF danferdiites zones du cerveau suivant la

sévérité de la pathologie.
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Figure 15: Evolution de la distribution des dégénérescences umfibrillaires dans le tissu cérébral au
cours du développement de la maladie d'Alzheimer

La progression des lésions neurofibrillaires sérdisie en 10 stades. La progression des |ésiohsisiarcours

stéréotypé de la région hippocampique vers less aaaticales associatives puis vers les aires oztes

primaires. MA: Maladie d'Alzheimer, DNF: Dégénémsces neurofibrillaires. D'aprés Delacourte

http://www.alzheimer-adna.com/Stades/10stadesFr.htm

3. Les Iésions associées
3.1.Perte neuronale

On admet gu'’il N’y a pas de perte neuronale némabet globale dans la MA (Regeur 1994).
Cependant on observe une perte neuronale locales®s I'hippocampe, le cortex cérébral et
le complexe amygdalien (Simic 1997). La localisatite cette perte neuronale trouve un lien
logique avec la présence de lésions tissulairesoBtopiques dans ces régions, notamment la
présence de DNF. Ainsi, on a pu mettre en évidgneda perte neuronale est statistiquement
liée a la densité de DNF (Grignon 1998).
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Les points de divergence concernant 'importancédeerte neuronale sont nombreux. Pour
certains auteurs, la perte neuronale est précdogpettante, et donc est un élément causal de
la maladie. Pour d’autres, il s’agit d’'un événemmguntsurvient tardivement, et donc fait partie
des conséquences de processus physiopathologicpoesipnts.

Les mécanismes menant a la mort neuronale sorégragat trés discutés. Les DNF pourraient
étre la cause directe de cet événement. D’'unelpariprt neuronale est plus importante dans
les zones de forte densité de DNF. D’autre pagstilfréequent d’observer des « fantbmes de
DNF » ou « Ghost tangles » dans I'espace précédatmoeeupé par les neurones. La somme
des « Ghost tangles » et des neurones fonctiomsélproche du nombre total de neurones

comptabilisés chez des individus normaux (Cras 1995

3.2.Perte synaptique

La perte synaptique est proportionnellement plevéd que la perte neuronale. Elle est
aujourd’hui considérée comme un bon marqueur delliton de la pathologie. Il a été
montré une diminution du nombre de synapses, coséigepar une augmentation de leur
taille et de leur surface d'apposition (Scheff )99(a quantité de certains composants
vésiculaires comme la synaptophysine est dimingé80d6 lors de la MA. La réduction du
nombre de synapses est trés bien corrélée a ltemldes symptdmes observés dans la MA
(Terry 1991).

4. Relations entre dégénérescences neurofibrillairagrégats de peptides amyloides
4.1. Topographie relative des Iésions

L'ordre d'apparition relatif entre les dépbts dptjokes amyloides et les DNF reste encore tres
discuté. Les observations des tissus cérébrauxatiengs atteints de la MA démontrent la
précession des DNF sur les dép6ts amyloides daiagart des cas (Braak 1991). L'analyse
des données issues de I'étude de Braak et Braskpiécédemment a permis d'établir I'ordre
d'apparition des Iésions tissulaires en fonctionl'@ge des patients (Duyckaerts 1997). A
partir de 40 ans, on trouve les premieres lésientyge DNF dans le cortex enthorhinal. A 47
ans, la moitié de la population possederaient dsmris neurofibrillaires cérébrales. Les
premiéeres lésions amyloides apparaitraient en nmeyanl'age de 62 ans dans le néocortex.
La moitié de la population auraient des Iésionslaidgs a I'age de 74 ans. Dans les stades
précoces de la maladie, des DNF ont pu étre migwdence en l'absence de dépbts
amyloides. L'observation inverse est plus rarerégence des dépobts amyloides sans DNF est

plutét retrouvée chez les patients atteints de ésrrgénétiqgues de la MA. L'hypothese
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amyloide ne prend pas en compte ces données. tadeaamyloide définit ' comme étant
I'élément initiateur de toutes les atteintes phaibologiques liées a la MA (Hardy 1992).
Selon cette derniere hypothése, les formes soldald'®3, peu détectables par les techniques
d'histologie classique, pourraient induire la paige neurofibrillaire. Celle-ci serait alors
visible avant les dépbts amyloides.

La cascade amyloide est cependant souvent remisgawese en raison des observations
provenant de I'anatomo-pathologie humaine. La gssjon anatomique des dépobts amyloides
ne se superpose pas a |'évolution des déficitsititsgaes patientes Alzheimer. En revanche,
la progression anatomique des DNF dans le cerveapatients atteints de la MA est corrélée
aux déficits cognitifs mesurés lors des évaluatiomgropsychologiques (Nagy 1995). Cette
seule observation dans la progression relativéédgsns les unes par rapport aux autres laisse
a penser que les DNF prennent une part importaarie ks processus cytotoxiques liés a la
MA, ou tout du moins que le peptide amyloide njest le seul acteur responsable de la
pathologie.

4.2.Synergie Tau/f

En se basant sur la progression relative des Rle®DNF, certains auteurs ont proposé un
mode d'action synergique entre les deux typesdiens, plus vraisemblable que l'implication
d'un seul type de lésion (Ittner 2011). Plusielrseovations laissent a penser qu'un lien entre
la pathologie amyloide et la pathologie neurofiliié existe. Dans l'aspect méme des
plagues amyloides, on peut retrouver un lien ebAg et les protéines Tau. Les plaques
amyloides matures sont composées des deux typéssides: le "coeur" de la plaque est
composé de peptides pAagrégés, mais la couronne qui l'entoure est coéepaie
prolongements axonaux endommages présentant dmssldsau positives. L'action combinée
des deux lésions pourrait se faire selon 3 po#igilLa premiere voie est décrite par la
cascade amyloide. Selon cette hypothese le pepfidmuse la pathologie neurofibrillaire et
induit & terme la toxicité. La seconde voie metagant le role de médiateur de Tau dans la
toxicité induite par I'B. Ainsi la présence de Tau permettrait I'actioriqo de I'A8 sur les
neurones mais IR\ ne serait pas directement impliquée dans le dppeloent de la
pathologie neurofibrillaire. La derniere possil@liait intervenir les deux acteurs de maniére
directe et en proportion équivalente. B'&t les protéines Tau phosphorylées agiraient de
facon coordonnée pour induire des dommages sucdlsles environnantes. Leur action

serait non concertée mais les deux types de Iéslanmglifieraient I'une l'autre.
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La seconde possibilité impliquant le réle de méliatde la protéine Tau dans la toxicité
induite par I'8 semble étre la plus répandue a I'heure actudtiee(l 2011). Pour bien
comprendre cette hypothese, il faut considérer daalisation des protéines Tau
hyperphosphorylées en fonction de I'état de sé&védgtla pathologie (Figure 16). Aux stades
légers de la pathologie, PBAInduirait une toxicité faible au niveau des detedriet du corps
cellulaire des neurones tandis que les protéinesabiraient dans les axones. Au cours de
I'évolution de la MA, on trouve de plus en plusREF notamment dans le corps cellulaire
des neurones et dans les dendrites, la ofi €A les protéines Tau hyperphosphorylées
pourraient avoir une action synergique (Figure B)si, des souris transgéniques possédant
le géne APP mais pas celui codant la protéine mawrésentent pas les signes de toxicité
avanceée relevés chez les souris possédant lestg@es de lésions. De la méme facgon, les
neurones en culture n'exprimant pas le gene Taomepas affectés par la toxicité induite par

les peptides B.

a Early in Alzheimer’s dizsaze b Disease progression c Late in Alzheimer’: dizeaze

>

Phosphorylated tau
Endogenous tau

Dendritic tau levels

- High tau levels

Low tau levels

f Ap-induced toxicity

O

Figure 16: Action combinée de I'A} et des DNF dans la MA
La localisation des DNF varie en fonction de laéség de la pathologie. D'aprés Ittner 2011.
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C. Suivi de I'évolution de la MA
1. Diagnostic
1.1.Diagnostic probabiliste
La maladie d'Alzheimer est définie par l'assocratun syndrome démentiel d'évolution
progressive et de la présence de lésions cérébratastéristiques que sont les PA et les
DNF.
Le diagnostic fait donc intervenir deux criterestigicts: I'un releve de I'examen clinique et
reflete I'état cognitif et mental du patient, Ifl@utritere est établi aprés le décés du patiest lor
de I'examen anatomo-pathologique pour quantifitteinte Iésionnelle du tissu cérébral.
En l'absence de marqueurs biologiques suffisamrefficaces, le diagnostic est constitué
principalement du critéere clinique. Dans ce corgert malgré les nombreux outils a
disposition, le diagnostic ne peut étre établi asetitude du vivant du patient. Le diagnostic

de la MA reste encore aujourd’hui probabiliste.

1.2.Les criteres diagnostiques
De nombreux critéres diagnostiques ont été proppsés réaliser les examens cliniques.
Parmi ceux-ci les criteres du Manuel Diagnostigutatistique des troubles mentaux (DSM-
IV, American Psychiatric Association, 1994) et datinal Institute of Neurological and
Communicative Diseases and Stroke / Alzheimer'sd3ie and Related Disorders Association
(NINCDS-ADRDA 1984) sont les plus couramment uéfiset admis.
Les criteres DSM-IV concernent le diagnostic desieldces en général (et pas seulement de
la MA). Le syndrome démentiel est mis en éviderare p
- l'apparition et I'évolution progressive et contirdes déficits cognitifs multiples dont
une altération de la mémoire et d'au moins uneeal@inction cognitive suivante:
aphasie, apraxie, agnosie, perturbation des farctaécutives.
- un retentissement dans les activités de la vieidjeane.

Les criteres du NINCDS-ADRDA sont plus orientés leudiagnostic de la MA et permettent
la classification des patients entre MA possiblebpble ou certaine. Ces critéres suivent et
confortent les criteres du DSM-1V pour I'établisssindu diagnostic de syndrome démentiel.
lIs permettent d'y associer des examens neurop®gifoes et psychiatriques. La
caractérisation de I'évolution de la maladie aigse l'exclusion d'un autre diagnostic
permettent de retenir le diagnostic de MA probable.
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La démarche diagnostique comprend donc deux telapsise en évidence d'un syndrome
démentiel & I'aide des criteres du DSM-IV dans temger temps puis la classification du
patient en ce qui concerne la possibilité de démEoune MA.

Concretement, I'Agence Nationale d'Accréditatiod’'Evaluation en Santé (ANAES) a établi
des recommandations pour la démarche diagnostigudadMA (ANAES 2008). Ces
recommandations, basées sur les criteres du DSKEEIHU NINCDS-ADRDA, permettent
d'établir un parcours de prise en charge pourdgmdistic des patients consultant pour des
troubles de la mémoire ou des troubles cognitifs.

Tout d'abord, un entretien avec le patient et ucompagnant doit étre réalisé afin de
rassembler des informations sur la nature, l'ingom# et I'évolution des troubles ressentis,
sur I'existence d'antécédents médicaux et familiauxla prise de traitement médicaux ainsi
que sur le retentissement des troubles percugsuactivités du quotidien et notamment s'il y
a une atteinte de l'autonomie du patient a réakiesr mémes activités. Différents outils
peuvent étre utilisés afin de réaliser I'évaluationctionnelle (atteinte de I'autonomie) ou
I'évaluation comportementale (troubles du compoetasy et dépression). L'IADL
(Instrumental Activities of the Daily living) permd'apprécier le retentissement des troubles
sur la vie quotidienne. L'échelle GDS (GeriatricpBassion Scale) permet de rechercher un
syndrome dépressif. Le NPI (NeuroPsychiatric Inegnt et le FBS (Frontotemporal
Behavioral Scale) sont utilisés pour ['évaluatiores dtroubles psychologiques et
comportementaux.

Un examen clinique doit étre pratiqué afin de déteer certains parameétres physiologiques
comme le poids pour rechercher des troubles deti@ion ou encore la pression artérielle.
Un diagnostic de maladie de Parkinson, de démencerpgs de Lewy ou de démence
vasculaire doit étre écarté. L'évaluation neuropslggique permettant d'évaluer les fonctions
supérieures est primordiale. Parmi les tests pdudtam utilisés, on peut citer: le Mini-Mental
State Examination, le Critical Dementia Rate, Ist tde fluence verbale, le Memory
Impairment Screen, le 7 minutes test, le rappelsde®ts. Il en existe de nombreux autres et
le choix des tests mis en ceuvre reste a l'appic@tidtu professionnel de santé. Pour donner
un exemple, le Mini Mental State Examination (MMSi&rmet d'évaluer les performances
cognitives de maniere générale. C'est un deslessfdus couramment pratiqués. Il comprend
une série de question avec une note globale sutJBOscore inférieur a 23 révele une
dysfonction cognitive et doit mener a un diagnoglics complet. Un score entre 27 et 24 est a
interpréter en fonction de I'age et du niveau saaiturel et peut conduire a un examen plus

approfondi. Au dessus de 28 points, le patientréegmte pas de troubles cognitifs majeurs.
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Si I'ensemble des examens est normal malgré latplannésique, le patient sera amené a
refaire une évaluation plus tard. Sinon, des exanpamacliniques doivent étre réalisés. Ces
examens comprennent un examen biologique (dosagguisa et un examen d'imagerie
(imagerie par résonance magnétique ou imageriecaie) dans le but de déceler une autre
maladie pouvant étre a l'origine des troubles fuatjc différentiel). Le détail des examens
d'imagerie pouvant étre proposés est décrit pinsdans ce manuscrit.

1.3. Spécificité et sensibilité du diagnostic

Le diagnostic de la MA établi du vivant du patiest probabiliste. A ce titre, la spécificité et
la sensibilité du diagnostic est évalué par rapportdiagnostic de certitude comprenant
I'évaluation clinique et I'évaluation anatomo-pébhaue. L'analyse faite ici concerne
essentiellement I'examen clinique. Le diagnosiiuguie, établi selon les criteres du DSM-IV
et du NINCDS-ADRDA, permet de réaliser le diagnosiie MA probable avec une sensibilité
globalement satisfaisante de 81% et avec une gpt&cifie I'ordre de 70% (Knopman 2001).
Cependant, il existe une trés grande disparité tesiperformances de I'examen clinique
prenant en compte la formation et la connaissarda thaladie par le praticien qui réalise le
diagnostic, la mise en ceuvre de nouveaux critebesieo nouveaux outils d'évaluation. A
I'neure actuelle, I'évaluation neuropsychologiggeréalisée au moyen d'épreuves de rappel
libre et de rappel indicé mettant en évidence dmgbtes de I'encodage, de stockage et de
récupération de linformation. Ces troubles sompigyes d'un dysfonctionnement de
I'nippocampe et révelent un lien avec la MA. Cheg $ujets agés sains, les difficultés
mnésiques seraient plus associées a un dysfonetiamt du cortex frontal.

De nombreuses études mettent en avant les vertiexdmen clinique: spécificité de 100%,
détection des premiers symptomes cliniques justi'ans avant la survenue de la maladie

avant le diagnostic tel qu'il est réalisé aujowrd(Amieva 2008).

1.4.Retard et sous-diagnostic de la MA
Malgré les progres réalisés dans ce domaine, gndstic de la MA reste problématique. Le
retard de diagnostic est estimé a 24 mois en m@&yenrirance et a 20 mois en Europe (Bond
2005). Chez le sujet jeune par exemple, I'apparities symptdomes est souvent mise sur le
compte d'autres causes: fatigue, aspect bénin daimes pertes de mémoire souvent
banalisées. Ainsi le sujet attend d'avoir des @mlels cognitifs importants pour consulter. La
Facing Dementia Survey montre que seuls 40% denpatonsultent a un stade de démence

léger (Bond 2005). La pathologie est sous diaggoég et le diagnostic souvent réalisé avec
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retard. On considere que seulement 50% des indivétkeints de la MA sont diagnostiqués
en France (Rapport de I'OPEPS, Gallez 2005). Les-d@mgnostic peut s'expliquer par
différents éléments. La MA est une pathologie digicte principalement les personnes agees.
Pour le grand public, les symptdmes de la MA samivent mis sur le compte du
vieillissement. La perte de mémoire notamment essidérée a tort comme faisant partie du
vieillissement normal. La progression des symptoesiségalement a prendre en compte.
L'entourage est donc souvent mal disposé a inseanreproche dans une démarche
diagnostique. L'individu concerné, quant a lui, wstime d'une perte de conscience de son
état (anosognosie). Pour des raisons encore maluesnle sujet a du mal a évaluer ses
propres performances et souvent ne va pas faidglearches nécessaires.

Le diagnostic de la MA est nhotamment problématigue stades extrémes de la maladie. Au
stade prédémentiel, l'individu n'est pas considgnéime malade mais il existe de fortes
présomptions de développement de MA dans l'aveaiprise en charge de cet individu reste
problématique pour linstant. Aucun traitement eetdui étre proposé et on ne peut prédire
quand il développera la maladie, s'il la développe.stade tardif de la maladie, les sujets
ageés présentent souvent plusieurs pathologiesest idlors difficile d'établir un diagnostic
clair.

Le diagnostic différentiel est également un proldedtenvergure. La distinction entre la MA
et d'autres formes de démences est parfois difeciiealiser. Ceci est d'autant plus vrai que la
MA survient majoritairement chez des personnes sagéez qui plusieurs pathologies sont
souvent associées. Ainsi, la MA est régulieremssbeiée a des pathologies vasculaires. Les
accidents vasculaires cérébraux sont plus fréqudmas les patients atteints de la MA et I'on
observe souvent des cas d'angiopathie amyloid®lA_ast également régulierement associée

a des démences a corps de Lewy et a des démeoicegdmporales.

1.5.Vers de nouveaux critéres diagnostiques
De nouvelles définitions de la maladie d'Alzheiroat récemment vu le jour afin de mieux
caractériser les patients, pour les orienter vers prise en charge plus spécifique. La
définition proposée par Duboig al (Dubois 2007, 2010) met en avant les problemes
inhérents aux criteres du DSM-IV et du NINCDS-ADRDZs critéres de cette classification
ont été établis en 1984 alors que de nombreux espaarphologiques de la MA étaient peu
connus. La compréhension des phénoménes biologigespsnsables du développement de la

maladie a beaucoup évolué depuis. Ce collectifrdecheurs mené par le professeur Dubois
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propose ainsi d'ajouter de nouveaux critéres biglegs ou morphologiques pour renforcer
I'examen clinique dans I'établissement du diagoosti

Le diagnostic de MA probable repose sur la mis&wdence d'un trouble significatif de la

mémoire épisodique associé a l'un des criteresastsy une modification des structures
temporales internes en imagerie par résonance niqgeéune modification du taux des

biomarqueurs dans le liquide céphalo-rachidien rtpuofil métabolique spécifique en

tomographie par émission monophotonique ou en toapbige par émission de positons.
D'apres les auteurs, cette nouvelle définition aiévppermettre d'améliorer l'efficacité du

diagnostic d'une part et de fournir des criteresgumidstiques plus objectifs d'autre part.
Cependant, I'apport de ces outils complémenta@rste rencore limité aujourd’hui de part leur
faible spécificité/sensibilité et par leur coltatelement élevé par rapport a I'examen clinique

(voir chapitre C.3.).

1.6.Conclusion

La maladie d'Alzheimer est définie par l'assocratun syndrome démentiel d'évolution
progressive et la présence de Iésions cérébralastéastiques. Ce dernier critére ne peut étre
mis en évidence avec précision et certitude quel'egamen anatomo-pathologigqyest
mortem. Le diagnostic reste donc probabiliste. Il exdgenombreux problémes concernant le
diagnostic en France. Ces problemes sont plusiligss dysfonctionnements structuraux du
parcours de santé et a un manque de politique ide pn charge de la maladie qu'a un
manque réel d'efficacité des moyens diagnostigues. criteres diagnostiques ne cessent
d'évoluer mais I'examen clinique reste I'élémenplies pertinent pour I'établissement de ce

diagnostic.

2. Le dosage de biomarqueurs

La recherche de nouveaux moyens diagnostiques migeat'identifier des marqueurs
biologiques dosables dans le liquide céphaloraehidLCR). De nombreux biomarqueurs
sont a I'étude a ce jour, cependant trois principanarqueurs sont mis en avant par la
communauté scientifique a des fins diagnostiquespdptide & 1-42, les protéines Tau
totales et les protéines Tau hyperphosphoryléeaupTLa présence de deux marqueurs sur
trois chez un patient au stade de démence |égaredarée permettrait de déterminer s'il va
ou non progresser vers la MA. La combinaison detroés biomarqueurs permettrait, dans le
meilleur des cas, d'obtenir une sensibilité de @%ne spécificité de 87% (Hansson 2006).

Pour linstant, les avancées concernant le dosagdiamarqueurs sont limitées a des
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diagnostics au stade de démence modérée. L'objdfitiié de cette technique est de réaliser
un diagnostic fiable des le stade prédémentiel.

2.1.Peptide 4 1-42
La diminution de la quantité de peptide$ A-42 dans le LCR permettrait d'identifier le
développement de la maladie avec une sensibildéhgr de 85% et une spécificité de 90%
(Blennow 2004). Cette baisse de la quantitéfds&rait due a I'accumulation du peptide
insoluble dans les plaques amyloides, ce qui iaduine diminution de son passage vers le
LCR.

2.2.Protéines Tau totales

L'augmentation de la quantité¢ de protéines Taule®stalans le LCR permettrait de

diagnostiquer la MA avec une sensibilité supériear80% et une spécificité de 90%

(Blennow 2004). Cette augmentation des quantitéspibdéines Tau serait corrélée a
I'évolution croissante de l'atteinte neuronaleledriais des DNF. Au cours du développement
de la pathologie, la protéine Tau est protéolys@etest immuno-enzymatique dédié a la
recherche de protéines Tau dans le LCR permet tlectdé une grande partie de ces
fragments de protéine Tau.

2.3.Protéines Tau hyperphosphorylées
En plus d'étre hydrolysée, la protéine Tau est pihaylée de maniére pathologique au cours
de la MA. La détection des formes anormalement pihaylées de la protéine Tau permet de
mettre en évidence une augmentation de la qualgifglau dans le LCR des patients atteints
de la MA. Le diagnostic réalisé grace a ce tesnpéd'obtenir une sensibilité proche de 80%
et une spécificité de 92% (Blennow 2004). Les acmlminés anormalement phosphorylés les

plus couramment recherchés sont Thr 181, Thr 2%ke199.

3. L'imagerie
L'imagerie de la MA est destinée a deux applicatiorajeures. La premiere est I'étude de la
pathologie d'un point de vue fondamental. L'imag@eérmet de suivre les Iésions survenant
au cours du développement de la pathologie et gatare de mieux comprendre I'évolution
de cette maladie. La seconde application est tewsés la clinique puisque l'imagerie est de
plus en plus mise a contribution pour I'établisseintel diagnostic de la MA (Dubois 2010).

Bien qu'aujourd'hui, I'imagerie ne soit pas en mesiétablir le diagnostic définitif de la MA,
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elle est de plus en plus utilisée pour établir igdostic différentiel ou venir appuyer le

diagnostic clinique réalisé grace aux tests psyroportementaux.

Deux modalités d'imagerie sont aujourd’hui displesitpour I'étude de la MA: l'imagerie

nucléaire et l'imagerie par résonance magnétiguess @Geux techniques permettent de

caractériser la maladie sur le plan anatomiquerettionnel.

3.1.Imagerie par résonance magnétique
L'imagerie par résonance magnétique ou IRM estteckenique basée sur le principe de la
résonance magnétique nucléaire. L'application dlamp magnétique modifie le statut
électromagnétique de certains atomes, comme I'ggd dans I'eau (@) notamment. Lors
du retour a l'état stable, on mesure le signalt@emgnétique émis. Ce signal varie en
fonction du tissu considéré et permet de reconstdes images en 2D ou en 3D de l'intérieur
d'un corps. Cette technique est bien adapté aééle tissus "mous" comme le tissu cérébral
ce qui en fait une technique de choix pour I'étieléa MA.

3.1.1.L'IRM anatomique

L'atrophie évolue avec la sévérité de la MA et sgierposable a l'atteinte |ésionnelle des
DNF (Whitwell 2008). L'IRM anatomique permet deawteriser et quantifier la densité et le
volume de la substance grise cérébraleivo. De la méme maniére que I'histopathologie,
cette modalité permet ainsi d'étudier de facorstasiante les profils d'atrophie des patients
atteints de la MA de leur vivant.

Différentes études ont ainsi pu mettre en évidamm atrophie sélective du lobe temporal
interne et plus particulierement de I'hippocampelwetcortex entorhinal chez des patients
atteints de la MA (Chételat 2003). L'atrophie dgppocampe chez les patients atteints de la
maladie d'Alzheimer mesurée par IRM est estiméeee2ll et 52% par rapport a des sujets
sains. L'IRM permettrait également de classifisrdajets sains, les sujets atteints de troubles
cognitifs modérés et les patients atteints de la Matrophie serait moins forte chez les sujets
atteints de troubles cognitifs modérés que chepadignts atteints de la MA avec seulement
11 a 23% d'atrophie de I'hippocampe par rapportsaijets sains (Chételat 2003). Les profils
d'atrophie mis en évidence par IRM permettraiealafgent de déterminer les patients allant
évoluer d'un stade prédémentiel (troubles cognitifglérés) a un stade de MA et ceux qui

n'‘évolueront pas (Mosconi 2007).
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3.1.2.IRM du tenseur de diffusion
L'IRM du tenseur de diffusion (ITD) est une modald'imagerie qui repose sur I'étude des
propriétés intrinseques des mouvements de l'eauBjban 2001). Dans un tissu, les
molécules d'eau se déplacent d'une certaine fagon & milieu environnant. La substance
blanche riche en fibres axonales assure la comitéatintre les différentes régions du cerveau
et dans ces fibres, le déplacement de l'eau camds@m une diffusion anisotropique
caractérisable par ITD. L'ITD mesure le taux ddudibn des molécules d'eau dans le tissu
(diffusibilité) et leur direction (directionnalité)Une modification de ces deux mesures
correspond a une altération de l'intégrité desfilaxonales et donc a une altération de la
connectivité inter-régionale. La perte des neuronedicaux observée lors de la MA
s'accompagne inévitablement d'une dégénérationaéxatans les faisceaux de substance
blanche. Cette dégénération peut étre mise enreeadear I''TD. De nombreuses études ont
montré une augmentation de la diffusibilité et aimainution des valeurs de directionnalité
dans la plupart des régions contenant de la sulsstalanche dont les lobes temporaux et
pariétaux et dans une moindre mesure le lobe frdhtlppi 2010). Des anomalies de la
substance blanche peuvent étre mises en évidend€paans le splenium du corps calleux,
le cingulum postérieur, le faisceau unciné, ledeéa fronto-occipital inférieur, le faisceau

longitudinal inférieur et le faisceau longitudirsaipérieur (Figure 17).

O Faisceau longitudinal inférieur

B Faisceau unciné [ Genou du corps calleux
[0 Faisceau arqué [C] Splénium du coxps calleux
B Faisceau longitudinal supérieur

Figure 17: Représentation des faisceaux de substances blanchéstbrales
Reconstruction de faisceaux de substance blana®whsujet sain en utilisant I' IRM du tenseuddtision.
D'apres Filippi 2010.
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L'ITD permet ainsi d'apporter des informations dapgentaires sur |'état de connectivité
fonctionnelle entre les structures cérébrales.eCetthnique est aujourdhui essentiellement
utilisée a des fins fondamentales mais pourraibehir présenter un intérét diagnostique
puisqu'elle pourrait permettre de distinguer lesn\@rteurs" (sujets atteints de troubles
cognitifs modérés qui évoluent vers une MA) et 'lesn converteurs" (sujets atteints de
troubles cognitifs modérés qui n'évoluent pas ware MA) avec une bonne performance
(Kantarci 2005).

3.2.L'imagerie nucléaire
L'imagerie nucléaire est une technique d'imageridéaulaire dont le principe repose sur
I'administration, le suivi et I'analyse de la réji@mn dans l'organisme de molécules marquées
a l'aide d'isotopes radioactifs, spécifiques d'giide, d'une fonction ou d'un processus
physiologique particulier. Il existe deux modalitésn imagerie nucléaire: la TEP
(Tomographie par Emission de Positons) et la TEMRMographie par Emission
MonoPhotonique). L'utilisation de l'une ou l'autnedalité se fait en fonction de l'isotope

radioactif choisi.

3.2.1.Etude fonctionnelle
Les études fonctionnelles dans la MA font essdetient appel & deux radiotraceurs*¥e-
FDG ou 2-deoxy-2*fF]fluoro-D-glucose qui marque la consommation céatebde glucose
et le*™c-HMPAO ou®*™Tc-hexaméthylpropyléne-amineoxime qui marque lgtdgmguin
cérébral. Ces deux radiotraceurs permettent deraneth évidence des modifications
fonctionnelles de certaines structures cérébrales des patients atteints de MA: hypo-
métabolisme pour I[EF-FDG et hypo-perfusion pour 18™"Tc-HMPAO. L'hypo-métabolisme
et I'nypo-perfusion touchent dans un premier terepgie maniere privilégiée le cortex
temporo-pariétal et le gyrus cingulaire postéri@emetriades 2002). L'atteinte fonctionnelle
de ces deux régions mise en évidence par l'imagstieorrélée avec la progression de la MA
(Chételat 2003). Il a ainsi été montré qu'un prbakteinte fonctionnelle asymétrique entre les
deux hémisphéres au niveau du cortex temporo-phétrespond a un stade débutant ou
prédémentiel de MA. Cette asymétrie disparait pasuite avec I'évolution de la MA, signe
d'un passage a un stade sévere de la maladie.l&hpatients atteints d'un trouble cognitif
modéré, la quantification diiF-FDG de la région temporo-pariétale permettraitidénguer
les "converteurs" des "non converteurs". Les maodiions de distribution de ces deux

traceurs dans les cortex temporo-pariétal et caigupostérieur sont plus caractéristiques que
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celles observées dans la région hippocampique. f&t, econtrairement a ['atteinte
anatomique, l'atteinte fonctionnelle semble gadaeggion hippocampique de maniére plus
modérée et plus tardive (Chételat 2006, Mosconi520Cette observation peut sembler
discordante avec les résultats obtenus en IRM. iz, ces différences pourraient
s'expliquer par une atteinte a distance via lesnexions entre les différentes régions
concernées. Les altérations précoces de I'hippozaf@plF et atrophie) induiraient une
dysconnexion de cette région avec les zones clasicassociées. Cette dysconnexion
résulterait en une baisse d'activité et donc erhypo-métabolisme et une hypo-perfusion
dans ces régions, notamment au niveau des comgxote-pariétal et cingulaire postérieur.
La différence entre IRM et imagerie nucléaire faommelle serait liée a la plasticité élevée de
I'hippocampe sur le plan structurel (mise en éwdegorécocement en IRM anatomique) et a
des processus de compensation importants surdefgationnel (mis en évidence de fagon
plus tardive) (Chételat 2006). La performance de dmux marqueurs pour le diagnostic est
bonne relativement aux autres outils diagnostiqliessensibilit¢ du®F-FDG est en effet
estimée a plus de 90% et sa spécificité a plusOée (Emall 2004). Les données concernant
les performances di™Tc-HMPAO sont plus contrastés avec des performaaitast de 74 a
92% pour la distinction de patients atteints dbRde sujets sains par rapport a I'évaluation
clinique (Dougall 2004, Read 1995).

3.2.2.Etude moléculaire

L'imagerie nucléaire a vu récemment le développéremombreux radiotraceurs des lésions
caractéristiques de la MA. La plupart de ces marcgisont destinés a visualiser les PA et les
DNF, et la revue bibliographique présentée ci-dessaoncerne essentiellement ces
radiotraceurs. D'autres stratégies ont été enwsspgar I'imagerie de la MA: imagerie de la
neurotransmission cholinergique (ligands de la iokstérase, des récepteurs cholinergiques
et des transporteurs de I'acétylcholine), imagdgi€inflammation (ligands de cellules gliales
activées).

3.2.2.1.Marqueurs des peptides amyloides
3.2.2.1.1Traceurs utilisés en imagerie TEP
La recherche de radiotraceurs des PA en imagerié && trés active. De nombreuses
molécules ont déja été décrites dans la littérateependant quatre radiotraceurs se
distinguent: le"'C-PiB, le Flutemetamol, le Florbetapir et le Fldepen dont les propriétés
sont décrites dans le tableau 4.
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Pittsburg )
Flutemetamol Florbetapir Florbetaben
Compound B
. GE-067, BAY-94-9172,
Synonymes PiB . AV-45
3'-fluoro-PiB AV-1
Groupe chimique Benzothiazole Benzothiazale Spymytline Stilbéne
Isotope utilisé e B B B
Affinité pour I'amyloide (Ki, nM) 0,9 0,7 2,2 2,4
Métabolites plasmatiques Polaire Polaire Polai@a@me | Polaire-apolaire
Dose injectée indicative (MBQ) 250 — 450 185 300 003
Temps d'acquisition des images
) 40 -90 80 -100 50-70 90 - 130
moyen (min)

Tableau 4 : Caractéristiques des marqueurs des peptides amylad proposés en imagerie TEP.
D'aprées Herholz 2011.

Le ''C-PiB ou "Pittsburg Compound B" est certainementradiotraceur des peptides
amyloides le plus connu a I'heure actuelle. Cestnase fixe de maniere spécifique sur les
fibres de peptides amyloides insolubles. Il a éétné une bonne corrélation de la répartition
des plagues amyloides, mise en évidemcevo avec ce traceur, par rapport a I'anatomo-
pathologie (Ikonomovic 2008). L'estimation du tenges rétention du'C-PiB serait plus
efficace que les mesures effectuées avet’ReFDG pour distinguer les sujets sains des
patients atteints de la MA (Ziolko 2006). La seilgédu 'C-PiB est jugée bonne avec 90%
de correspondance avec l'anatomo-pathologie. Lggssprésentant des troubles cognitifs
modérés et une forte captation’d€-PiB ont un risque élevé de développer une démence
l'inverse, des sujets qui ne présentent pas daetigtedu’C-PiB ont un risque faible de
développer une démence. P€-PiB présente également des perspectives intétesspour

le diagnostic différentiel de la MA avec la démeificto-temporale (cette pathologie n'est
pas associée aux agrégats de peptides amyloidak)rédle nombreux avantages’ie-PiB
présente des inconvénients qui rendent son uidisdimitée en routine clinique. La mesure
de la rétention dd'C-PiB atteint une phase de plateau méme chez desdns présentant
des altérations de type Alzheimer lIégéres, empéchars d'observer ce qui se passe dans les
phases ultérieures (phases modérées a sévéredpr(20§6). Le'’C-PiB présente une
variation inter-individuelle non négligeable qunlie son utilisation notamment pour des fins
diagnostiques (Klunk 2006). Le probleme vient nateent du nombre élevé de personnes
agées qui présentent une forte captatior'@uPiB alors qu'ils sont jugés non déments par
I'évaluation clinique. Dans les études chez I'Homdes captations élevées ont ainsi été

retrouvées chez 10% des sujets contrbles agés is o 70 ans et chez 30 a 40% des sujets
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contrbles agés de 80 ans. Les raisons de cetteebdésspécificité restent a élucider. Enfin,
l'utilisation du carbone 11 comme radioisotope t@nfortement l'utilisation de ce traceur du
fait de sa faible disponibilité (nécessité d'unlaiyon a proximité), de sa durée de demi-vie
courte (20 minutes) et de son co(t important.

Afin de remédier aux inconvénients liés au carbbherois nouvelles molécules marquées au
Fluor 18 ont été développées: le 3'-fluoro-PiB aappelé Flutemetamol ou encore GE-067,
le Florbetapen aussi appelé BAY-94-9172 ou encafelfet le Florbetapir aussi appelé AV-
45. L'utilisation du'®F permet de s'affranchir des problémes liés a leindo 'C. Le '®F est
également un produit de cyclotron, mais sa duréeaisi-vie de 110 minutes permet de
I'exporter et de l'utiliser a distance du lieu deduction. La disponibilité plus élevée de ces
traceurs rend les études d'imagerie de I'amyloédedoup plus aisées et plus faciles a réaliser
par un plus grand nombre d'équipes de recherclsetr@e traceurs présentent des affinités de
liaison proches de celle ddC-PiB. En revanche, le signal non spécifique Iagalians la
substance blanche est deux fois supérieur & cetaiuiré avec 1&'C-PiB. Leur cinétique de
distribution est similaire a celle du PiB avec dode entrée de traceur dans le cerveau aux
temps courts et par la suite un lavage progresdi @raction non-fixée des radiotraceurs.

Le Flutemetamol est un équivalent fluoré dG-PiB. Il présente des propriétés de fixation
des peptides @ insolubles trés proches du composé carboné. Comvee le 'C-PiB,
l'analyse de la fixation du radiotraceur concem dinétiques de fixation aux temps longs
(phase de plateau) en prenant en compte le cenaiaine zone de référence. La sensibilité
et la spécificité pour discriminer des patientgiats de la MA (n=27, age #@ ans, Mini-
Mental State Examination MMSE=23) de sujets controles du méme age (n=15, age3-69
ans, MMSE=2%1) sont toutes deux de 93% (Vandenberghe 2010)cdreélation des
mesures effectuées avec€-PiB et'®F-PiB est élevée dans les zones corticales (r=D@®).
méme que pour IE'C-PiB, la dégradation du traceur dans la circutaianguine est rapide.
Les produits de dégradation sont polaires et neataw pas pouvoir franchir la barriere
hémato-encéphalique (BHE) et entrer en compétiéieec le radiotraceur dans le cerveau.
L'élimination des métabolites et de la fractionmdilolu radiotraceur est assurée essentiellement
par la voie hépatobiliaire et dans une moindre meepar les voies rénale et urinaire.

Le Florbetapir (ou AV-45) fait partie de la familtkes styrylpyridines. La distribution de ce
radiotraceur a montré une bonne corrélation airemiunohistochimie réalisée sur le cerveau
de patients atteints de la MA. La spécificité ddio&raceur évaluée sur un échantillon de 15

patients est de 96% par rapport a I'anatomo-pagie(&lark 2011). Comme les radiotraceurs
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précédemment décrit, le Florbetapir est rapidendégradé dans le sang. Les produits de
dégradation sont capables de franchir la BHE, teailscapacité de fixation aux peptide A
insolubles est jugée suffisamment faible pour reegiérer la qualité du signal.

Le Florbetaben (ou AV-1) fait partie de la famitles stilbenes. Il présente des propriétes tres
proches de celles décrites pour le Florbetapir. ldveage de la fraction non-fixée du
radiotraceur dans le tissu cérébral est plus tapaf pour le Florbetapir. La sensibilité et la
spécificité mesurées entre des patients atteintia bli&\ (n=81 dont 59% porteurs de I'ApoE4,
age moyen M8 ans, MMSE=282) et des sujets agés contrdles (n=69 dont 19%ysrde
I'ApoE4, age moyen 68, MMSE=2%1) est de 80 et 91% respectivement (Barthel 2011).
Comme pour le Florbetapir, des produits de dégr@auéipophiles ont été mis en évidence et
pourraient étre capables de passer la barrieretbénwephalique.

Les traceurs TEP de I'amyloide sont nombreux etgmtént des résultats trés intéressants. lls
permettent de mettre en évidence la charge céeébrapeptide amyloide de maniére rapide
et avec une bonne corrélation avec le gold standprést I'anatomo-pathologie. Le
développement de radiotraceurs fluorés va permétitendre le nombre d'études concernant
I'imagerie de I'amyloide dans la MA. Plusieurs poiseront tout de méme a surveiller avec
les radiotraceurs décrits ci-dessus. La fixatiom spécifique dans la substance blanche
pourrait influer sur la qualité des images. La pnee de produits de dégradation lipophiles
dans le tissu cérébral pour le Florbetapir et lerddtaben risque de diminuer le rapport

signal/bruit.

3.2.2.1.2Traceurs utilisés en imagerie TEMP
Il existe peu de traceurs TEMP développés pouragenie des plaques amyloides dans la
MA. Malgré un codt d'utilisation bien plus faiblemprapport a la TEP, la TEMP souffre
encore beaucoup du manque de sensibilité des dppale détection. Le principal
radiotraceur des PA développé en TEMP e$tldMPY.
Le IMPY ou 6-iodo-2-(4'-diméthylamino)phényl-imida4,2-a]-pyridine est un dérivé de la
thioflavine. Il fait partie de la famille des benkzi@zoles et a été développé initialement afin
de pallier le probleme de faible pénétration desflhvines dans le cerveau. Il s'agit d'un
équivalent iodé dd'C-PiB. Le'®3-IMPY montre de bonnes valeurs d'affinité de limigpour
des agrégats dp¥0 synthétiqgues en solution avec un Ki de 15 nMn@a002). Il pénetre
dans le cerveau chez la souris dans des propoéiquisalentes a celles décrites pout{e-
PiB avec 7,2% de la dose injectée par gramme da tieux minutes apres l'injection du

radiotraceur (Mathis 2003). L'incubation H8-IMPY sur des coupes de cerveau de patients
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atteints de la MA permet de mettre en évidenced@sdts amyloides avec une bonne
corrélation avec le marquage a la thioflavine S n@glu2004a). De la méme fagon,

I'administration de ce compose vivo dans un modele murin de la maladie d'Alzheimer
(souris APPTg2576) permet la mise en évidence tepips amyloides en autoradiographie

sur coupes de cerveau (Kung 2004Db).

3.2.2.2.Marqueurs des DNF
L'imagerie de la protéine Tau reste encore un chaefgtivement peu exploré. A ma
connaissance, seuls deux radiotraceurs ont étét @éce jour: le’*-FDDNP et le'®F-
THK523.
Le °F-FDDNP ou 2-(1-{6-[(2-{°F]fluoroéthyl)(méthyl)amino]-2-naphthyl}éthylidéne)
malonitrile est le principal radiotraceur connu d&¥F. Il marque les DNF ainsi que les
plaques amyloides (Shoghi-Jadid 2002). Chez I'Homilree montré une bonne corrélation
avec la distribution des lésions neurofibrillaimaéses en évidence en immuno-histochimie
avec notamment une bonne distribution dans la négippocampique, lieu d'accumulation
préférentielle des DNF. LEF-FDDNP serait plus performant que'fe-FDG pour distinguer
les sujets sains des patients atteints de la MAa(lS2006). Les études menées chez I'animal
sont plus contradictoires. L'imagerie TEP*8&-FDDNP n'a pas montré d'augmentation de la
rétention de ce composé dans le cerveau de soanisgeniques présentant des lésions
amyloides (Kuntner 2009). A linverse, une autrelétchez le rat transgénique développant
des lésions amyloides montre une rétention plugéldu'®F-FDDNP que chez les animaux
contrbles. Malgré ces perspectives intéressantasgnir du FDDNP en routine clinique
semble limité. En effet, d'apres les expérienceséme au sein du laboratoire et en
collaboration avec la société Advanced Accelerafguplications qui a reéalisé le
radiomarquage at®F, le radiomarquage et la stabilité de ce prodaitt drés aléatoires
(données non présentées).
Fodero-Tavolettiet al. ont récemment décrit un nouveau radiotraceur dadllds de
protéines Taul®F-THK523 (Fodero-Tavoletti 2011). Ce radiotracemsg®de une affinité
élevée pour les fibres de protéines Tau agrégeaso (Kd=1,67 nM). Son affinité pour les
fibres amyloides d'Bd42 est beaucoup plus faible (Kd= 20,7 nM) ce qujgswe une bonne
spécificité de liaison pour les DNF. Un protocoke lghison du traceur sur des coupes de
cerveau de souris transgeéniques et de coupes idsuesatomo-pathologie humaine montre
une bonne co-localisation du traceur avec les DNkisnpas avec les PA. L'étude de

biodistribution du radiotraceur indique qti-THK523 pénétre rapidement dans le cerveau
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(2,75% de la dose injectée par gramme de tissumén@tes post-injection), puis est éliminé
du tissu cérébral progressivement au cours du tebiipsageriein vivo de sa distribution
indique une rétention significativement plus impote dans le cerveau de souris
transgéniques présentant des lésions Tau-positiaes pas de lésionspApositives (modéle

de souris rTg4510) par rapport a des souris cadr@e méme, la rétention du traceur 30
minutes apres l'injection est plus importante otesz mémes souris Tau-positives par rapport
a des souris APP/PS1 ne présentant que des l@sioyigides. L'autoradiographie des coupes
de cerveau de souris rTg4510 injectées a¥fedHK523 met en évidence un radiomarquage
spécifiqgue des DNF-.

Malgré tout, les résultats présentés par Faderoi@tiet al. interpellent et en particulier
concernant les cinétiques d'activité mesurées léasang et le cerveau. En effet, dans le sang,
I'activité a tendance a augmenter au cours du texpes I'injection du radiotraceur alors que
dans le cerveau, cette activité a tendance a deni@ette cinétique pourrait signifier qu'il y a
libération d'un composé radioactif d'un ou plussetissus vers le compartiment sanguin ce
qui témoignerait d'une dégradation du radiotra¢ewivo. L'absence de données concernant
la stabilité du radiotraceur ne permet pas de thsqulus en profondeur des causes de cette
augmentation d'activité dans le sang. De plus, terngmu des cinétiques présentées, le choix
de réaliser l'imagerie 30 minutes aprés l'injectiarradiotraceur semble peu adapté. En effet,
le meilleur rapport signal/bruit se trouve plutdkaemps courts lorsque les courbes d'activité
sanguine et cérébrale sont les plus éloignées.

Cependant, les résultats présentés pour I'étud8FdliHK523 sont par bien des aspects trés
intéressants et il faudra tenir compte des évalgticoncernant ce nouveau radiotraceur des
DNF.

D. Modéles animaux de la MA
1. Choix d'un modele animal de la MA

Le choix d'un modele animal pour I'étude de la M&te un probleme difficile. Comme de
nombreux modéles animaux pathologiques, les modglesaux de la MA ne développent
gu'une partie des aspects de la pathologie. lldant choisir le modeéle le mieux adapté a la
cible que l'on veut étudier. Plusieurs parametoagent étre pris en compte: similitudes avec
les aspects moléculaires de la pathologie, sirddisuavec I'évolution symptomatique de la
pathologie, disponibilité des animaux, facilitéleN&ge et de manipulation, codts.

Les modéles animaux développant spontanément uhelpgie proche de la MA sont tres

certainement les modéles les mieux adaptés podra@ompte des évolutions anatomiques,
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moléculaires et symptomatiques de la MA au courtechps. Cependant leur utilisation reste
encore tres limitée du fait de la difficulté d'ag@dix animaux, du temps de développement de
la pathologie qui est en général relativement lahgfaible nombre d'animaux développant
réellement la pathologie et des difficultés liéd'éevage de ces animaux. De plus, peu
d'espéces animales développent spontanément unaquaé proche de la MA. La présence
de Iésions cérébrales de type amyloide et/ou nibutiafire a été mise en évidence chez de
nombreuses espéces d'animaux agés: le chien,tldacbhevre, le mouton, I'ours, le carcajou
et chez plusieurs primates comme le singe @nideocebus murinus agés (Van Dam 2010).
L'utilisation de modéles expérimentaux lésionnalst@nsgéniques permet de limiter les
inconvénients relatifs aux modéles animaux dé@itcédemment. L'induction lésionnelle
dans le cerveau de rats ou de souris permet dedwpes une partie des aspects de la
pathologie de maniere ponctuelle mais reste limgéaer I'étude du développement de la
pathologiein vivo. L'injection de peptide B sous différentes formes est par exemple un
moyen rapide d'obtenir des agrégats de peptifiedafs le tissu cérébral, mais ce procédé est
tres éloigné de I'apparition temporelle et progwesdes Iésions qui a lieu chez 'Homme.

La plupart des études de la MA sur modeles anineataujourd'hui recours a la technologie
de la transgeneése avec la souris comme especédikeption. Cette revue de la bibliographie
sur les modéles animaux de la MA se concentre esimodeles de souris transgéniques et
notamment sur le modele de souris 3XTgAD que neossautilisé pour mener a bien cette

étude.

2. Les souris transgéniques comme modeles de la MA
Les souris transgéniques peuvent étre distingugesoes groupes suivant le nombre de
transgénes qu'elles possedent: les souris simpleylal et triple transgéniques (McGowan
2006 et Duyckaerts 2008, pour revues).

2.1.Les souris simple-transgéniques
Les souris simple-transgéniques possédent un gapplésnentaire leur permettant de
développer une ou plusieurs caractéristiques denteda pathologie. Il s'agit pour la plupart
de ces modéles de reproduire les aspects molésild@s IésionB-amyloides et des DNF.
L'insertion du géne APP muté humain seul permetdauction de peptidg-amyloide et la
formation d'agrégats amyloides dans le tissu caérérames 1995). L'insertion du gene de
l'une ou l'autre des présénilines (PS1 ou PS2)emmgt pas la production de peptides
amyloides. Parmi les principaux modeéles de soungle-transgéniques pour I'étude des

70



Revue bibliographique — Modeles animaux de la MA

|ésions amyloides, on peut citer les souris PDARdes 1995) ou tg2576 (Hsiao 1996). Les
mutations du géne codant la protéine Tau induikeniéveloppement de démences fronto-
temporales chez 'Homme (Poorkaj 1998). Seuls geslgmodéeles de souris simple-

transgéniques pour le gene Tau ont été produitee\etloppent des Iésions similaires aux
DNF observées chez 'lHomme (McGowan 2006, pouregeul est a noter qu'il existe une

souche de souris, les souris rTg4510, développaald@tudier les effets de la suppression de
I'expression du transgene Tau sur I'évolution dpaldologie (SantaCruz 2005). Ces souris
possedent un transgene composé d'un élément deseepola tétracycline situé en amont
d'ADNc codant la protéine Tau humaine mutée (4RpJoald. Ces souris développent des

|ésions de type DNF au cours du vieillissementrésentent des déficits cognitifs et une perte
neuronale. L'ajout de tétracycline dans la noweitdes animaux inhibe l'expression du
transgeéne ce qui induit un arrét de la perte nalreinun rétablissement des déficits cognitifs.
Le nombre de DNF continue d'augmenter méme en so@pr I'activité du transgéne ce qui

suggere que les DNF ne seraient pas responsablasadécité de la protéine Tau.

2.2.Les souris double-transgéniques

Les souris double-transgéniques se caractérisentl'gpgression de deux geénes mutés
humains. Il s'agit en général des genes de I'ARRame et de I ou y-sécrétase. La co-
transfection de la PS1 mutée humairyesécrétase) avec I'APP mutée humaine permet
d'augmenter le nombre de lésions et de les faiparafire plus rapidement (Duff 1996,
Borchelt 1997). Ces souris présentent de nombrenimtgp de similitude avec la MA: la
production de peptid@-amyloide et son agrégation dans le tissu cérébaligration des
fonctions synaptiques, le développement de troubleomportement (Duyckaerts 2008,
pour revue). Les principaux points négatifs conaetnces modeles expérimentaux sont
I'absence de pathologie neurofibrillaire, la diéiéce de topographie des lésions amyloides
entre la souris et 'Homme, la forte présence datige intracellulaire controversée chez

'Homme.

2.3.Les souris triple-transgéniques
Plusieurs solutions ont été envisagées afin deirées aspects de la MA liés a la protéine
Tau et aux peptides amyloides: le croisement deissonutantes pour la protéine Tau
humaine avec des souris double-transgéniques ARPIR$ection de peptides Adans le

cerveau de souris mutantes pour la protéine Tauam&rmou encore l'insertion directe des
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génes APP, PS1 et Tau humains mutés. Cette desulertéon est celle qui semble donner les

meilleurs résultats quant a la présence de PA BiNfe

2.3.1.Les souris 3XTgAD
En 2003, Oddeat al. ont décrit le premier modele murin présentandiesx 1ésions typiques
de la MA réunies: les souris 3xTgAD (Oddo 2003).mamlele animal de la MA est celui que
nous avons privilégié au cours de notre étudeahlissement de cette nouvelle lignée de
souris a été réalisé en introduisant directemeumt tlansgenes dans la lignée germinale d'une
souris génétiqguement modifiée. Les transgénes tdddP mutée humaine (ARR et la
protéine Tau mutée humaine (Faa) ont été micro-injectés dans des embryons
unicellulaires provenant de souris homozygotes p@gene codant pour PS1 mutée humaine
(PS3u146v). Ces souris ont préalablement subiknack-in du géne PShssv. Chez les souris
ainsi produites, les deux transgenes sont inséngs lé méme locus. Le croisement des souris
hétérozygotes de la lignée F1 permet d'obtenimadeaaux homozygotes pour les trois genes.
Chez ces animaux, les genes APP et Tau sont expre@éctivement dans le systeme
nerveux central (SNC), mais de facon hétérogenecdreex, I'hnippocampe et le thalamus
présentent notamment de forts taux de ces deugipest Au contraire les quantités d'APP et
de protéines Tau sont trés faibles, voire inexistmans le cervelet, I'hypothalamus et les
bulbes olfactifs. Il a été montré que I'APP étaénbclivé pour produire des peptidfs
amyloides. La quantité dfAdans le cerveau des souris 3XTgAD augmente ertiéonde
I'adge. Cette croissance est plus rapide et inteoseles espécespad2 que A40. La présence
de peptide B en intraneuronal est la premiere manifestationropathologique observée
chez ces souris. L'immunoréactivité depl'A l'intérieur des neurones est mis en évidence a
partir de 3 & 4 mois dans le néocortex et a paeir6 mois dans le champ CAl de
I'hippocampe. Les premiers dépots [ii'dxtracellulaires deviennent visibles a partir ‘dgd
de 6 mois dans le cortex frontal. A partir de 123nka présence de dépbts amyloides est mise
en évidence dans différentes régions corticalesdasts I'hippocampe. Les premiéres
manifestations neuropathologiques de la protéina @ans l'espace intraneuronal sont
observées a partir de I'age de 12 mois. L'immurntxéi® de la protéine Tau est dans un
premier temps mise en évidence dans les neuronemmmaux du champ CA1l de
I'hippocampe. La progression des lésions Tau vessstructures corticales se fait plus
tardivement. La progression des lésions dans $e tti€rébral est similaire a celle observée

chez I'Homme (Oddo 2003). Les PA apparaissent dangocortex puis atteignent la région
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hippocampique. Les DNF apparaissent dans un prdengrs dans la région hippocampique
puis se développent vers les aires corticales.

Les souris 3XTgAD présentent également une dystomstynaptique dans la région CAl de
I'hippocampe a partir de l'age de 6 mois. A cet, algs mesures effectuées en
électrophysiologie sur tranches d'hippocampe mottyee la transmission synaptique basale
et la potentialisation a long terme sont affect@@ddo 2003). Ces deux mécanismes sont
notamment impligués dans les processus de mémioredysfonction synaptique serait
directement liée a la présence d'especes intréaietls d'A3. A cet age et dans I'hippocampe,
les souris 3XTgAD ne présentent en effet que demds intracellulaires dj& De plus, des
souris 2XTgAD PSiuasv /TawsoiL présentant des lésions Tau-positives mais pagsients
liées a I'AB, ne développent pas de dysfonction synaptique rakkuen électrophysiologie
(Oddo 2003). Ces résultats sont étayés par desdeghitifs montrant un déficit au niveau de
la mémoire a long terme a partir de I'age de 4 nége auquel on observe la présence d'A
dans l'espace intraneuronal chez ces souris (§sll2005).

Les descriptions anatomo-pathologiques des cervedeixsouris 3XTgAD supportent
I'nypothese de la cascade amyloide dans la MA cEord avec cette hypothese, les Iésibns
amyloides sont les premieres lésions observées lahgauris 3XTgAD et pourraient initier
une cascade physiopathologique similaire a celfe=igée dans la MA. Les lésions liées a la
protéine Tau sont observées plus tardivement atesdrle résultat de I'action du peptidp. A
Toujours en accord avec la cascade amyloide, lédeepmyloide serait a la base de la
dysfonction synaptique observée chez ces sourer@ant, il ne serait pas le seul acteur de
la dégradation des performances cognitives chezseesds. En effet, la diminution de la
quantité d'/8 soluble et de protéine Tau permet d'améliorep&formances cognitives alors
qu'une diminution de la quantité @gAoluble seule ne permet pas d'obtenir de teldtaésu
(Oddo 2006).

En conclusion, les lésions cérébrales retrouvéexz d¢bs souris 3XTgAD présentent de
nombreux points d'homologie avec celles rencontodexz I'Homme. Les souris 3xTgAD
développent les deux types de lésions caractaregtigle la MA: les PA et les DNF. La
densité et la progression topographique de cesngsiont dépendantes de I'age des animaux.
La topographie des Iésions est proche de celleorndrée chez 'homme. Les souris 3XxTgAD
développent une dysfonction synaptique dans lesonégconcernées par les processus
mnésiques. Plusieurs points relatifs a la MA njuag encore été retrouvés chez ces souris. Il

n'existe par exemple pas de données de la littéraancernant I'atrophie cérébrale. Malgrée

73



Revue bibliographique — Modeles animaux de la MA

tout, les nombreuses similitudes avec la patholbgisaine retrouvées chez ces animaux

indiquent clairement que les souris 3XTgAD sonban modeéle de la MA.

3. Conclusion
En conclusion, de nombreux modéles animaux de laeMistent. Les modéles obtenus par
transgenése présentent des avantages importantsl'@gpérimentation par rapport aux
modeles mimant la forme sporadique de la patholdgemi ces modeles transgéniques, la
souris triple-transgénique 3XTgAD est sans doutentaléle le plus complet sur le plan
histopathologique. Les souris 3XTgAD ont notammkmtantage de développer les deux

types de lésions cérébrales caractéristiques lid\ldes PA et les DNF.

E. Problématique de recherche et projet mis en place
La MA est une pathologie caractérisée par un syndrdémentiel évoluant progressivement
vers une perte totale d'autonomie. Il s'agit péindidn d'une maladie dynamique. Cet aspect,
bien décrit sur le plan psycho-comportemental, erestcore mal compris sur le plan
moléculaire. Jusqu'a présent, les observationsaulaliées ou cellulaires étaient réalisées lors
d'analysegost-mortem qui refletent seulement un moment particulierigg fle la maladie. Il
est aujourd’hui nécessaire de développer de noxvesyens pour suivre I'évolution des
caractéristiques physiopathologiques de la MA aursau temps. L'imagerie nucléaire
permet de suivrén vivo une cible spécifique d'un processus physiologjgargiculier. Cette
technique est donc tout a fait adaptée a I'étuderamlifications moléculaires et/ou cellulaires
qui ont lieu au cours du développement de la MA.
La mise au point de radiotraceurs spécifiques dbAapermettra de réaliser des études
longitudinales et donc de mieux caractériser laglagie dans le temps. Le développement
de l'imagerie nucléaire de la MA peut apporter bdéséfices indéniables dans plusieurs
champs d'application tels que le développement adavalles stratégies thérapeutiques,
I'amélioration du diagnostic, ainsi que l'amélimat des connaissances fondamentales
concernant les mécanismes qui encourent pendarie qmthologie. Sur le plan
thérapeutiques, I'émergence de nouveaux médicanpents le traitement de la MA est
fortement limiter par l'absence de technique efficgpermettant de suivre les effets du
médicament sur sa cible. L'imagerie nucléaire pdarende mesurer l'impact du médicament
sur sa ciblen vivo et ainsi de mieux évaluer I'efficacité de cederaents sur les patients. Sur
le plan diagnostic, les examens cliniques psychopmtementaux réalisés par des

spécialistes permettent de faire un diagnosticldialans la plupart des cas. Cependant, le
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développement de nouvelles techniques d'imagenengitrait de soutenir le diagnostic
clinigue dans plusieurs domaines: une mesure stdisda de I'état du patient limiterait les
différences de performance diagnostique entre lestres hospitaliers, le diagnostic
différentiel qui reste lI'un des principaux probl&ms&ur le plan diagnostic pourrait étre
nettement amélioré par une évaluation de la qéaetite la répartition de |ésions cérébrales
caractéristiques, enfin I'appréciation de la rdpidi'évolution de la maladie pour chaque
patient est difficile a réaliser en clinique emkigerie nucléaire pourrait apporter une mesure
fine de cette cinétique de maniere individualigéefin sur le plan fondamental, la mise au
point de radiotraceurs spécifiques de différenpeeis moléculaires de la MA doit permettre
de mieux appréhender les relations spatiotempereafdre ces Iésions et donc de mieux
comprendre les causes de cette pathologie.

Dans ce contexte, notre objectif est de mettre laoeune stratégie de développement de
nouvelles molécules permettant I'identificationletsuivi des marqueurs moléculaires de la
maladie d’Alzheimer, en particulier des marqueues ¢hlagues amyloides et des formes
pathologiques de la protéine Tau.

Dans un premier temps, nous avons mis en placarattérisé un modéle animal de cette
pathologie : les souris triple-transgéniques 3xTg@&mldo 2003). Ces animaux développent
les deux principales |ésions caractéristiques dilAa les lésions de type amyloide et les
lésions de type neurofibrillaire, ce qui en fait modele animal particulierement intéressant
pour notre projet.

Par la suite, différents marqueurs pré-existant®tinévalués chez ces souris, des marqueurs
métaboliques t™Tc-HMPAO et'®F-FDG) et un marqueur des plaquéSI{IMPY) afin de
mieux caractériser ce modele et de préciser ledebrde son utilisation potentielle pour
I'imageriein vivo.

Enfin, nous avons initié le développement de nouxdeaceurs des lésions caractéristiques
de la MA. En ce qui concerne les plaques amyloidesx familles de molécules ont été
évaluées : les para-sulfonato-calix[4]arénes (dxar&nes) et des dérivés de proflavines: les
COB. Les calixaréenes sont des molécules d'intéréam que vecteur de molécules a vocation
thérapeutique ou d'imagerie grace a leur cavitédpjtbbe pouvant accueillir des molécules
organiques neutres ou chargées. lls ont égaleraardgacité de fixer les feuillefiscroisés,
motifs que l'on retrouve notamment dans les agsédat peptideg-amyloides (Cecillon
2007). Les COB sont des composés aromatiquespéeatyinoacridine, qui ont la propriété

d’interférer avec les fibres amyloidiesvitro.
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En ce qui concerne les DNF, notre choix s’est psutéune séquence peptidique soupgonnée
de se fixer sur les protéines Tau en paires denditds hélicoidaux. Face a la faible
pénétration de ce peptide dans le cerveau, noussasiéveloppé un vecteur capable de

transporter ce type de séquence vers sa cibleleléissu cérébral.
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Travail expérimental

Partie I: Validation d'un modéle animal de la MA

Afin de mener a bien ce projet, nous avons dangramier temps mis en place un élevage
d'animaux qui sont un bon modeéle de la MA. |l $'algis souris transgéniques 3XxTgAD qui

possedent trois géenes mutés humains et qui dévetopgs deux lésions histopathologiques
caractéristiques de la maladie. La mise en placed®uvel outil nous a conduit a évaluer les
caractéristiques de ces souris dans nos condititievage. Nous avons ainsi vérifié la

présence des trois genes mutés chez toutes lds agant été utilisées pour les expériences
d'intérét et nous avons évalué le profil de distitn des plagues amyloides et des
dégenérescences neurofibrillaires au cours duisggment afin de sélectionner des animaux

d'age adapté a I'étude.
A. Matériels et méthodes

1. Conditions d'élevage et d'expérimentation
Les souris sont élevées dans des enceintes pretédgies une animalerie standard.
L'euthanasie des animaux est réalisée par inhaldigogaz carbonique. Les expériences sont
effectuées dans des conditions d’hébergement efpéenentation respectant les regles
d’éthigue expérimentale chez I'animal (Europeandst@ommitee on Animal Care Guideline
Directive n°86/609/EEC).

2. Immunohistochimie 8 et Tau
Afin de pouvoir réaliser un marquage immunohistotfjue de qualité, le cerveau des
animaux doit étre fixé par injectiom vivo de fixateur. Les animaux sont anesthésiés par
injection intrapéritonéale d’'une solution d'un nmgja de kétamine (50 mg/kg) / xylasine (10
mg/kg) en rapport 2/3 et 1/3 a raison de 1 ml/kge $olution de PBS 0,1M (Phosphate
Buffer Saline 1x) est injectée a l'aide d'une pordpmes le ventricule gauche du cceur a un
débit de 4 ml/minute pendant 10 minutes. Le veunlgidroit est incisé a la base pour éliminer
I'excés de volume sanguin. Aprés 10 minutes deupinh, le sang s’écoulant du ventricule
droit est clair, une solution de paraformaldhéhgelaF) a 4% est alors injectée a la suite du

PBS au méme débit. Apres avoir passé environ 4@enilkateur, le cerveau est prélevé avec
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précaution et immergé dans une solution de PAF éf@lgnt une heure afin d’améliorer la
fixation, puis dans une solution de PBS 1x / suertt®% pour la nuit afin d'assurer la
cryoprotection. La solution de sucrose est unetieolinypertonique qui rend les cellules plus
résistantes lors de la cryosection. Le lendemaigs doupes transversales de 20 pum
d'épaisseur sont réalisées a l'aide d'un cryotorrEBZC. Les coupes sont immédiatement
immergées dans une solution de PBS.

Pour chaque anticorps utilisé, quinze a vingt ceup@nsversales représentatives des
différentes parties du cerveau sur l'axe frontadehusont placées dans 5 ml de PBS.
L'expérience est réalisée dans des boites de ewtliulaire de 12 puits, le volume d'un puit
étant d'environ 5 ml. Dans un premier temps, urcdile des peroxydases endogenes est
effectué a l'aide d'une solution de peroxyde dbgéne afin d'éliminer toute réaction
endogene pouvant provenir d'une altération de l& RiHez l'animal ou d'une mauvaise
fixation du cerveau. Les coupes sont ainsi inculpéeslant 15 & 20 minutes dans une solution
contenant 4 ul d'$0, a 30% pour 5 ml de PBS 1x {64 a 30%, Sigma). La solution de
blocage est éliminée puis les coupes sont lave®S (E; 3x5min). Les coupes sont ensuite
incubées avec l'anticorps primairef48 pour le marquage du peptid@ At AT8 pour le
marquage des dégénérescences neurofibrillaire$4GA et I'AT8 sont dilués au 1/1500 et
1/500 respectivement dans une solution de PBSriort 0,3%. L'incubation avec l'anticorps
est réalisée dans 1,5 ml pendant la nuit a 4°C daestmosphére humide afin que le volume
de liquide ne soit pas affecté. Aprés lavage (PB325min), les coupes sont mises a incuber
pendant 90 minutes a température ambiante dansllde solution contenant I'anticorps
secondaire biotinylé (Horse anti-mouse ou goatmotise, VectorLabs) dilué au 1/100 dans
du PBS 1x/triton 0,3%. Les coupes sont ensuiteeeaaans du PBS 1x. Afin d'amplifier le
nombre de sites de réaction enzymatique, une solgbntenant des complexes d'avidine et
de biotine est appliquée sur les coupes. Les coaqasainsi incubées pendant 90 minutes a
température ambiante dans 1,5 ml de PBS1x / tft@% / avidine 1% / Biotine 1%
(Vectatstain ABC systems, PK4000, peroxydase stdndéectorLabs) préparé 30 minutes
avant utilisation. Les coupes sont lavées dans B8 Px (1x5min) puis dans du tampon
phosphate (PB) 0,1M (2x5min). La réaction enzymagigst réalisée grace a un substrat
coloré de la peroxydase: la DAB qui passe d'undecouose a une couleur brune aprés
réaction. La DAB étant toxique, elle nécessiterd'@anipulée avec précaution surtout sous
forme de poudre. La solution de DAB est préparéemaximum 10 minutes avant son
utilisation a une concentration de 0,5 mg/mL dan$8 0,1M (la DAB est d'abord mélangée

dans un volume d'eau avant d'ajouter une quargitéva@lente de PB 0,2M afin d'éviter un
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précipité). Les coupes sont incubées dans 5 mloligien de DAB pendant 5 minutes, puis
la solution d'HO; est ajoutée afin d'initier la réaction enzymati¢equl pour 5 ml). Suivant
I'intensité de la coloration désirée, la réactishstoppée 3 a 9 minutes apres l'ajout@3tn
éliminant rapidement la solution de DAB®BL (mettre de I'eau de javel dans la fiole de
récupération du systeme d'aspiration permet dealesar la DAB) et en ringant les coupes
avec du PB 0,1M (2x5min). Les coupes sont brievemiacées dans l'eau distillée avant
d'étre montées sur lames gélatinées. Apres séduagelet, une contre-coloration au cresyl
violet est réalisée. Les coupes sont d'abord r@itges dans un bain d'eau distillée (1x5min)
puis colorées dans un bain de crésyl violet a 1(Igfbmin) et rapidement rincées a l'eau
distillée. Les coupes sont ensuite déshydratéedaias successifs d'éthanol (70%, 2x5min;
95%, 2x5min; 100%, 2x5min) et de xyléne (2x5mingsllames sont montées avec une

lamelle a l'aide d'un liquide de montage en phagerique.

3. Génotypage
Afin de vérifier la stabilité de la lignée de saudau cours de I'élevage et que les souris n‘ont
pas perdu de transgénes au cours du temps, noos pkacédé a un genotypage des souris
3XTgAD pour les transgenes PS1, APP et Tau. Quelgeenaines aprés leur naissance,
guelques gouttes de sang sont prélevées a chagug eo pratiquant une incision du bout la
queue. Le sang est recupéré dans des tubes héparirsidement congelé a -20°C. L’ADN
est extrait et purifié a partir de ces échantillgeton les instructions de la trousse lllustra
blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE healthcare). edamplification en chaine par
polymérase (PCR pour Polymerase Chain ReactionAf#¢ génomiques est réalisée afin
d'amplifier le nombre de copies des genes d'intéi@tPCR est réalisée grace a la trousse
GoTag DNA polymerase (Promega, Wisconsin, USA) eaait I'enzyme polymérase et les
oligonucléotides nécessaires a la réaction. Leg@mautilisées sont fournies par Microsynth
(Balgach, Suisse). Les conditions de PCR pour ahagumsgene sont décrites dans le tableau
5.
Pour le génotypage des transgenes Tau et APPralesgénes sont intégrés dans le méme
locus. Si la présence de l'un des deux transgesesmese en évidence, l'autre est
obligatoirement présent. La PCR a donc été réalis@iement pour le gene APP.
Pour le génotypage du gene PS1, I'amorce utilisgsifie également le géne endogéne de la
souris. Il est donc nécessaire d'utiliser une endéase de restriction sur les produits de PCR
avant migration sur gel afin de différencier le geandogéne du transgene. Cette enzyme

clive la ségquence du transgene en 2 parties sfirésent mais n'affecte pas le géne endogéne.
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L'enzyme utilisée, BstE Il (Sigma-Aldricht, Sainbdis, Missouri, USA) reconnait la
séquence 5'G/GTNACC'3.

Les produits de PCR sont mis a migrer sur gel dsga2% contenant du bromide d'éthidium
(E-Gel 2% General purpose Agarose 18-pak, Invilmpgeaisley, Royaume Uni) afin de
vérifier la présence ou l'absence du transgeneerelsé chez I'animal. Pour le géne PS1, si la
souris ne possede pas le transgene on voit appauaié seule bande a 550 paires de bases
(pdb) sur le gel correspondant au gene endogenéa Souris est hétérozygote, on voit
apparaitre 3 bandes a 550, 300 et 250 pdb. It sthyys du gene endogene et des 2 parties du
transgene. Enfin, si elle est homozygote pourdadgéne, on voit apparaitre 2 bandes a 300
et 250 pdb qui correspondent aux deux parties ahs¢rene. Pour le géne APP ou Tau, une

seule bande est observée en présence du trangganeume bande en son absence.

PS1 APP Tau

Séquence dg S'- cacacgcaactctgacatgcacagge 35 - gcttgcaccagttctggatgg - 3' 5' -gaggtattcagtcatgtgct - 3'
l'amorce 5' - aggcaggaagatcacgtgtticaagtac 1 3'5' -gaggtattcagtcatgtgct - 3'| 5' -ttcaaagttcacctgatagt - 3'

utilisée
94 C X 2.5
94 C X5’ 94 C X5
94 C X 40"
62 C X 40" 94 C X 30 94 C X 30
53 C X 30" 52 C X 30"
cveles de rest 72CX 1 72CX 1
PCR utilisés 72CX3
72C X3 72CX3

Les étapes indiquées en gras sonf a

. Les étapes indiquées en grdaslLes étapes indiquées en gras
répéter 35 fois P a g P a g

sont a répéter 20 fois sont a répéter 25 fois

Tableau 5 : Conditions de PCR pour le génotypage des souris 3gAD pour les génes PS1, APP et Tau.

B. Résultats
1. Génotypage
La vérification de la présence des transgenes lelsesouris transgéniques est réalisée grace a
une migration des ADN d'intérét sur un gel apresiragté amplifiés grace a une PCR

("Polymerase Chain Reaction"). Un exemple de cksegt mis en évidence sur la figure 18.
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550pdb

soopbl . X _ N K K | “.
spdbf % B B B ﬂ‘

Figure 18: Analyse du génotypage des souris pour les genes RS APP
A: Exemple de gel obtenu pour le génotypage du g8t muté humain. La présence de 2 bandes & Z8D et
paires de bases (pdb) indique que les souris sambhygotes pour PS1. La présence d'une seule 2ab86
pdb indique que les souris ne possédent pas Isgéae ; B: Exemple de gel obtenu pour le génotypgaggene
APP muté humain. La présence d'une bande rév@lgence du transgéne chez la souris. L'absenbandie
révéle I'absence du transgéne. Sur les deux exerdplgels présentés, les bandes de 1 a 5 et reBpondent

a des souris 3XxTgAD. La bande numéro 6 correspamdéchantillon provenant d’une souris controle.

Pour le géne PS1, les gels de contréle mettenvidleriee 2 bandes a 250 et 300 paires de
bases pour tous les animaux 3xTgAD de I'élevags. dairis 3xTgAD utilisées lors des
expérimentations sont donc bien homozygotes pogéme PS1 muté humain. Le génotypage
des souris sauvages (WT pour Wild Type) met eneévdd la présence d'une seule bande a
550 pdb. Comme attendu, les souris WT ne possédsnie géne PS1 muté (puit numéro 6 —
Figure 18-A).

Pour les génes APP et Tau, les deux transgenesigsanes sur le méme locus, la mise en
évidence de la présence de I'un des deux pernwatradure a la présence de l'autre transgene.
Nous avons décidé de réaliser le génotypage desaawi pour le gene APP. Les gels de
contrdle mettent en évidence la présence d'une $awmide pour toutes les souris 3XTgAD de
I'élevage. Les souris 3XTgAD de notre élevage dontc effectivement porteuses des genes
APP et Tau mutés humains. Les souris controlesossaulent pas ces deux genes comme
l'indique I'absence de bande sur les gels de nogréEchantillon numéro 6 — Figure 18-B).
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2. Histologie des dépots d3fet des protéines Tau hyperphosphorylées

Afin de s'assurer que les animaux issus de notneagk développaient bien des Iésions de
type amyloides et neurofibrillaires, nous avoneaffé un marquage immunohistochimique
des PA et des DNF sur des coupes de cerveau de 8aligAD. Des exemples de marquage
en immunohistochimie sont présentés sur les figli®eR0 et 21.

Figure 19: Topographie des lésions amyloides et des Iésionsiradibrillaires

L'immunomarquage des dépdts amyloides (A et Bestlésions neurofibrillaires (C, D et E) est réalsr des
coupes de cerveau de souris 3xTgAD femelles 4ggdd dnois (anticorps ¥ G8 et AT8 respectivement). La
majorité des Iésions se trouvent dans I'hippocashopsal (A et C), latéral (B et E) et dans I'amyegd®).

La topographie des Iésions est identique chez lesuanimaux de méme age. L'hippocampe
est le siege de la plupart des Iésions. On retrdeveombreux dépdts amyloides diffus et des
dépots plus denses dans I'hnippocampe (Figure 19BA. & 'hippocampe dorsal et ventral est
fortement affecté par la pathologie amyloide. L'gdate présente également une forte
densité de PA. La protéine Tau hyperphosphorylée ndse en évidence en quantité
importante dans les corps cellulaires et les pg#aments des neurones de I'hippocampe. La
distribution des Iésions neurofibrillaires est $aime a celles des PA avec une forte densité
dans I'hippocampe dorsal, ventral et dans I'amygg@agure 19 C, D et E). Les souris WT ne

présentent pas de dépb6ts amyloides, ni de DNHegsépres immuno-marquage.
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— .

Figure 20: Evolution temporelle des Iésions amyloides chez dauris 3XTgAD

L'immunomarquage est réalisé chez des souris 3xT{&Delles dgées de 6, 14 et 17 mois (A, B et C
respectivement). Les clichés sont réalisés daimspbbampe dorsal. Les dépbts amyloides commencent a

apparaitre a partir de I'age de 14 mois (B) ethembre augmente fortement avec I'age des anint@ux (

Comme en ce qui concerne la topographie des lésiens évolution temporelle est
reproductible entre tous les animaux évalués. las<désions caractéristiques de la MA
apparaissent et se développent au cours du \seitlisnt des animaux 3xTgAD. A 6 mois, les
PA et les DNF sont absents (Figure 20-A). A 14 mdés dépbts extracellulaires et
I'accumulation de protéine Tau intracellulaire scairement visibles en immunohistochimie
(Figure 20-B). A 17 mois, I'hippocampe présentdrde nombreux dépots extracellulaires de
peptides amyloides ainsi que de nombreuses cellaegositives (Figure 20-C). La région

corticale est également touchée mais dans une neainesure et plus tardivement.
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Figure 21: Comparaison du nombre de |ésions entre souris 3xTdAmales et femelles
Mise en évidence des dépbts amyloides (A et B)est Idsions neurofibrillaires (C et D) chez des isour
3xTgAD femelles (A et C) et males (B et D) agéesldamois. Au méme age, les femelles présententdeus

[ésions que les males.

Les Iésions amyloides et neurofibrillaires sonsplombreuses chez les femelles que chez les
males au méme age (Figure 21). En conséquencsoles femelles ont été privilégiées par

rapport aux souris males pour les études des rgaimls des PA.

C. Discussion
La maladie d'Alzheimer est une pathologie caresdéripar la présence de deux types de
|ésions cérébrales typiques: les plagues amyloi@iéd) et les dégénérescences
neurofibrillaires (DNF). Notre objectif est de déygper des radiotraceurs spécifiques de ces
deux lésions. Pour cela, nous avons choisi detilisn modele de souris transgéniques
reproduisant ces deux aspects de la pathologiepoless 3xTgAD. Ces animaux sont porteurs
de 3 transgénes codants des protéines mutées hasmdan préséniline-1 (P&lev), le
précurseur de la protéifieamyloide (APRye et la protéine Tau (Takby). Afin de disposer
de suffisamment d'animaux pour mener ce travailsravons mis en place un élevage de ces

souris au sein du laboratoire. Un génotypage sygt§oe des souris issues de cet élevage
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nous a permis de nous assurer que toutes les sdilisges dans cette étude étaient bien
porteuses des trois transgenes. Parallelementiékemce de PA et de DNF dans le tissu
cérébral des animaux 3xTgAD a été évaluée. L'imrhisbachimie et le marquage
fluorescent avec la thioflavine nous ont permisvaliéer comment les deux lésions se
développent chez ces animaux. L'évolution tempeddis Iésions est proche de celle décrite
dans la littérature (Oddo 2003). A 6 mois, aucues deux lésions n'a pu étre mise en
évidence. La présence de PA dans le milieu extrdaee et de DNF dans les corps
cellulaires des neurones est observée a partirddendis dans I'hippocampe et le cortex
frontal. Leur nombre et leur densité augmentertefoent au cours du temps. A 17 mois, de
nombreuses |ésions sont visibles dans ces mémésnséd.a distribution des PA est
différente de celle mise en évidence chez I'homEre.effet, chez 'Homme, les PA se
développent dans un premier temps dans les pdrdiesles des cortex frontal, temporal et
occipital. La région hippocampique est affectéditeament. Chez les souris 3XTgAD, les PA
apparaissent d'abord dans la région hippocampkueevanche, la distribution des DNF est
assez similaire a celle observée chez 'homme awecvolution topographique allant de la
région hippocampique dans un premier temps vergdg®ns corticales dans les phases
tardives. Chez les souris 3XTgAD, les animaux féesgirésentent des Iésions en plus grande
guantité que les animaux males. Les femelles omnic d&té privilégiées pour les études
d'imagerie. Un élevage de souris de méme souchéegumuris 3XTgAD a été mis en place
afin de disposer d'animaux controles. Ces sourisyple sauvage (WT pour Wild-type) ne
développent aucun des deux types de Iésions rém@escDans la mesure du possible, lors de
cette étude, nous avons utilisé des souris WT dearége en tant que contrdle. Le choix d'un
modele murin transgénique de la MA a été motivéglasieurs facteurs. L'élevage de ces
animaux est relativement aisé, moins contraignamtagns codteux par rapport a des modeles
animaux développant spontanément la pathologie @na® primates qui demandent un
investissement important. Les souris transgénigosentent également l'avantage de
développer les lésions de fagcon reproductible emetment aux modéles animaux tels que le
microcébe chez qui seulement environ 20% des anintveloppent aléatoirement la
pathologie (Bons 2006). Ces différents avantagekestétudes de caractérisation de ces
animaux en immunohistochimie nous confirment que deuris 3xXTgAD sont un modeéle

animal de la MA adapté au développement de nouvesligtraceurs des PA et des DNF.

85



Travail expérimental — Partie I: Validation d'unaéte animal de la MA

D. Conclusion
Les souris 3XTgAD issues de notre élevage présetaates les trois géenes mutés humains:
PS1, APP et Tau. Sur le plan histopathologiquesdesis 3xTgAD développent des plaques
amyloides et des dégénérescences neurofibrillairesurs du vieillissement notamment dans
I'hippocampe qui est le siege des phénoménes dens@ton. On trouve ces lésions a partir
de I'dge de 14 mois chez tous les animaux et entiggigénéralement plus importante chez
les individus femelles que chez les males. Ce neod@limal de la MA est adapté au

développement de nouveaux radiotraceurs des lésamygloides et neurofibrillaires.
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Partie IlI: Evaluation de radiotraceurs existants

Aprés avoir validé le modele animal, nous avonshaii&@ évaluer le comportement
biologique de différents radiotraceurs décrits dinBttérature sur ce modele. Nous avons
sélectionné trois radiotraceurs en raison de f@tpotentiel qu'ils représentent pour le suivi
de la MA. Le**™Tc-HMPAO s'accumule dans les neurones proportitemeint au débit
sanguin cérébral et permet ainsi d'évaluer la penfusanguine cérébrale. L#-FDG est un
analogue du glucose et permet donc d'évaluer laotomation cérébrale de glucose. Ces
deux radiotraceurs sont facilement disponiblesré&gntent des résultats intéressants pour la
distinction de personnes atteintes de la MA et @esgnnes saines en ce qui concerne les
aspects métaboliques et fonctionnels de la patfolddasenko 1997 et Mosconi 2005). Le
troisiéme radiotraceur étudié est'fal-IMPY. Il s'agit de I'équivalent d&'C-PiB qui est, &
I'neure actuelle, le radiotraceur principal utilipéur la détectionin vivo de la charge
amyloide dans le cerveau (Mathis 2003). La liseletocoles expérimentaux effectués pour

['évaluation de ces trois radiotraceurs est dédates le tableau 6.

Radiotraceur Fonction ou cible Imagerie Imagerie S Autoradiographie
i ) o i i Biodistribution _
évalué étudiée planaire | tomographique ex Vivo
9Mrc-HMPAO | Débit sanguin cérébra X X
“F-FDG Métabolisme du glucos X X
2 MPY Plaques amyloides X X X

Tableau 6 : Liste des protocoles expérimentaux effectués pouhaque radiotraceur étudié
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|. Evaluation biologique du®*™Tc-HMPAO

Le ®°™c-HMPAO est un radiotraceur du débit sanguin a&détJtilisé chez I'homme pour
évaluer les défauts de perfusion cérébrale desmatatteints de la MA, nous avons évalué
ses propriétés sur le modéle de souris 3xXTgAD emgérie tomographiquin vivo et en

autoradiographie sur coupes de cerveau de souris.

A. Matériels et méthodes
1. Radiochimie

La trousse Ceret& contient un lyophilisat stérile et apyrogéne coemant 0,5 mg
d’hexamétazime (hexa méthyle propylene amine oximig) pg de chlorure stanneux di-
hydraté (réducteur) et du chlorure de sodium (tamhpsous atmosphére d’azote. Ce
lyophylisat est dissout par addition de 1 ml (108Bq) d’une solution de pertechnétate de
sodium fraichement éluée. Le mélange est ensuiebé pendant 5min a température
ambiante. L'HMPAO forme un complexe neutre et lipip avec 1€°™Tc en présence d'étain
(log P =1,9).
Le marquage aboutit a la formation d’'un complexgophile qui se transforme assez
rapidement en un complexe secondaire de natureplyiie, ce qui limite la durée de vie du
composé a 30 minutes. L'addition de chlorure dalktq®rmet de stabiliser le composé et de
disposer d'une durée de vie augmentée a 6 heures.
La préparation de Cereféemécessite un controle de la pureté radiochimiouentason
utilisation et doit étre utilisée rapidement. Lentdle de qualité est réalisé par
chromatographie sur couche mince ou CCM (ITLC™ 8Gle solvant de migration utilisé
est soit du NaCl, soit de I'acétate d’éthyle. DenblaCl, le TcQ qui n’a pas réagit migre au
front de solvant et le HMPAO technétié reste audtiée migration. Dans I'acétate d’éthyle,

I'HMPAO technétié et Tc® migrent et les colloides restent au point de dépanigration.

2. Imageriein vivo
2.1. Administration des radiotraceurs et anesthésieadesaux
Les radiotraceurs sont injectés dans l'une dessdatérales de la queue. Les animaux sont
anesthésiés pour la durée de limagerie par iojectintrapéritonéale d’'une solution de
kétamine (50 mg/kg) / xylasine (10 mg/kg) en rapRdd et 1/3 a raison de 1 ml/kg.

88



Travail expérimental — Partie II: Evaluation deicadiceurs existants 2" Tc-HMPAO

2.2.Protocole expérimentah vivo du **™Tc-HMPAO
Le protocole expérimental permettant d'évaluerdmmportement dd°"Tc-HMPAO in vivo

chez la souris 3XTgAD est présenté sur la figure 22

0 10 30

I Injection ¥MTc-HMPAO I
Anesthésie

Acquisition TEMP

Euthanasie
Biodistribution par prélevement d’'organe
Autoradiographie sur coupes

Figure 22: Protocole expérimentalin vivo pour le *™Tc-HMPAO

L'échelle de temps est exprimée en minutes.

2.3.Acquisition des images
Le suivi du composé radioact™Tc-HMPAO est réalisé par détection externe de la
radioactivité grace a unecameéra dédiée au petit animal (Biospace Mesuwass,HFrance).
Les acquisitions scintigraphiques sont réaliseesede tomographique a l'aide du logigyel
Acquisition (Biospace Lab). L'imagerie tomograplaga été realisée en utilisant les deux
"tétes" de la caméra équipées de collimateurs e pynhole. Ces collimateurs n'étant pas
sélectif envers un isotope donné, la séparatioBremgie est réalisée par le logiciel ce qui

permet de sélectionner uniquement les événemenpsgs au technétium 99m.

2.4. Analyse des images TEMP et quantification
Pour I'évaluation dé®™Tc-HMPAO, la reconstruction des images tomograpésoest assurée
par le logiciely-acquisition en utilisant un algorithme de recamstion "ordered-subsets-
expectation-maximization”. L'analyse des imagesognaphiques s'effectue avec le logiciel
Amira. Des coupes transversales ciblées sur lecaarde I'animal sont extraites du volume
reconstitué. La quantification de ces coupes €eféea I'aide du logicigtvision+ (BioSpace
Lab). Une région d'intérét (ROI pour Region Of tetd) est tracée sur le cerveau dans son
ensemble. La quantité de radioélément est exprenémups par minute par unité de surface
(com/mm?). Les valeurs obtenues sont corrigéea dédroissance radioactive du radiotraceur

étudié par rapport a I'heure d'injection/§E 6,02 heures pour f8™Tc).
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3. Analysespost-mortem
3.1.Préparation des coupes de cerveau de souris
Apres euthanasie, le cerveau est délicatementvgré@eimmédiatement immergé dans une

by

solution de 2-MéthylButane a -20°C pendant 5 misutee cerveau est placé dans un
cryotome (Microm HM 505, Francheville, France) é&§l1-18°C pendant 15 minutes avant de
réaliser les coupes afin que le tissu s'équiliometeampérature. Des coupes de 20 um
d'épaisseur sont réalisées dans le plan transaeti$i&rents niveaux du cerveau: au niveau du
cortex frontal, du striatum, de I'hippocampe enitpmsdorsale ou latérale, et du cervelet. Les
coupes sériées sont placées sur des lames d'bisttpwé-coatées" (Polysine Slides, Thermo
scientific) afin d'obtenir des séries de lames dppa. Ainsi chaque série comporte six
coupes realisées au niveau de I'hippocampe et cleupes au niveau du cortex frontal, du
striatum et du cervelet. Aprés dép6t des coupekesuames, les lames sont placées 5 minutes
sur une plague chauffante a 40°C afin de séchetassurer I'adhérence du tissu sur le

support. Les lames sont ensuite stockées dansaitechiermétique a -80°C.

3.2. Autoradiographie et analyse des images

Les coupes sont placées au contact d'un film rad&Ble permettant de détecter la quantité
de radioactivité contenue dans chaque coupe. lres fiadiosensibles sont révélés a l'aide
d'un phospho-imager (Fujifilm BAS 5000). Les imagegoradiographiques obtenues sont
quantifiees a l'aide du logiciel associé au phosptager utilisé (Image-Gauge, Fuji). Des

zones d'intérét sont tracées manuellement etviticen radiotraceur, exprimée en intensité
d'excitation des cellules du film par unité de aoef ("Phospho-Stimulated Luminescence" ou
PSL/mm?), est déterminée. L'activité est ensuitematisée a la dose injectée (DI) pour

obtenir des PSL/mm?/DI. Afin de comparer les radicturs entre eux, l'activité des zones
d'intérét est ensuite exprimée en pourcentageadgvité dans le cervelet, ce dernier nous

servant de contrdle puisqu'il n'est pas affectdgmlésions typiques de la MA.
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B. Résultats
1. Imageriein vivo de la distribution d&™Tc-HMPAO
Les résultats de l'imagerie tomographigueivo réalisée sur souris contrdles et transgéniques
sont présentés sur la figure 23.

Effet de bord Cerveau

v B 3x1gaD

80

8

Glandes Salivairt

Activité (cpm/mm?)

Figure 23: Imagerie cérébralein vivo du **"Tc-HMPAO chez les souris contrdles et 3xTgAD.
A, B, C: Images représentatives obtenues en TEMBsapdministration dé*"Tc-HMPAO chez des souris
3XTgAD selon le plan sagittal, coronal et transakrespectivement. On observe de fortes activitésléurs
chaudes) principalement dans le cerveau et leslgtasalivaires. L'effet de bord est du a la foctevéaé dans la
région thoracique de la souris. a: antérieur, gtgrieur, d: dorsal, v: ventral, Ig: latéral gaudde latéral droit.
D: Quantification de I'imagerim vivo. Les résultats sont exprimés en en coups par esrpar unité de surface
corrigés de la dose injectée (cpm/mm/DlI).

Les résultats de limageri@ vivo indiquent une forte captation du radiotraceur dens
cerveau ainsi qu'une forte rétention dans les gsrghlivaires (Figure 23-A, B et C). La
guantification des images ne permet pas de mattréviglence de différences significatives
entre les animaux contréles et 3XTgAD de méme BEggie 23-D).
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2. Autoradiographie des coupes de cerveau aprés atration d€°"Tc-HMPAO
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Figure 24: Quantification des images autoradiographiques du®™Tc-HMPAO chez les souris
contrdles et 3XTgAD
Les résultats sont exprimés en % de l'activité elwalet. CxF: Cortex frontal; CPu: Caudé PutamexS€

Cortex somatosensoriel; CxP: Cortex pariétal; C&drtex moteur; Hi: hippocampe.

Il 'y a pas de différence significative de la edioh de®*"Tc-HMPAO entre le groupe de

souris WT et le groupe 3XxTgAD dans les différeméggons considérées (Figure 24).

C. Discussion

Le %™ c-HMPAO est un traceur de la perfusion sanguineéhréle. C'est un composé
lipophile qui posséde la capacité de passer ladbarhématoencéphalique et de s'accumuler
dans le cerveau de maniere proportionnelle au d@piguin cérébral (Leonard 1986). Chez
I'Homme, 1€®°™Tc-HMPAO permet de mettre en évidence une dimimuta débit sanguin
cérébral dans la région temporo-pariétal chez &iemts atteints de la MA (Vlasenko 1997).
L'utilisation de ce radiotraceur pour |'établissatmdu diagnostic en complément de I'examen
clinigue permet d'améliorer le diagnostic de MAlmble et de MA possible (Jagust 2001).
De plus, chez 'Homme, ce radiotraceur permet deresude maniére longitudinale la
diminution progressive de la perfusion cérébralesddéhippocampe gauche, la région
parahippocampique et le cortex associatif au card'évolution de la maladie (Kogure
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2000). Nous avons évalué les éventuelles modifinatide la perfusion sanguine cérébrale
dans le modele de souris 3XTgAD.

Dans nos conditions expérimentales, malgré I'atiti; de souris 3XTgAD agées présentant
de nombreuses lésions cérébrales, nous n'avongupagettre en évidence de différence de
débit sanguin cérébral chez les souris 3XxTgAD ageesrapport aux souris controles. La
guantification de l'activité cérébrale totale suitéimagerie TEMRnN vivo ne permet pas de
différencier les deux groupes d'animaux. Comme poliF-FDG, il est difficile de réaliser
des quantifications précises en imagerie TENRvO principalement a cause de la résolution
spatiale de la caméra (Kuntner 2009). Nous avons déalisé I'imagerie autoradiographique
de coupes de cerveaux de souris ayant recu une diSE'Tc-HMPAO. L'analyse des
activités cérébrales régionales en autoradiographievo ne montre pas de différence entre
souris 3XTgAD et souris controles.

Bien que ces animaux développent les deux typdésitens cérébrales caractéristiques de la
pathologie, il n'y a aucune évidence portant swe onodification de la perfusion sanguine
cérébrale. Le champ de la littérature utilisant®Brc-HMPAO pour des études sur la MA
chez le petit animal est trés peu fourni. Il egperelant certain que ces résultats sont en
opposition avec ce qui est décrit chez 'Homme g®ifiko 1997) et laissent a penser que ce
modeéle animal n'est pas adapté pour l'étude désatdins des fonctions vasculaires et

métaboliques cérébrales.

D. Conclusion
Contrairement a ce qui est observé chez 'Hommeés ntavons pas pu mettre en évidence de
perturbations de la fonction cérébro-vasculairezcles souris 3xTgAD & l'aide di™Tc-
HMPAO. Les souris 3XTgAD ne semblent pas déveloglgeperturbations du métabolisme

lié a la fonction vasculaire.
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I1. Evaluation biologique du'®F-FDG

Le ®F-FDG est un analogue du glucose marqué au fluorlllBermet de quantifier la
captation de glucose (transport et phosphorylatdars un tissu donné. Dans le cas de la
MA, le ®F-FDG est utilisé pour mettre en évidence une ditivn de la consommation
cérébrale de glucose.

Nous avons évalué la consommation cérébrale degguchez des souris 3XTgAD et WT en

imageriein vivo etex vivo.

A. Matériels et méthodes
1. Synthése difF-FDG
Le ®F-FDG nous a été gracieusement fourni par le Serdie Médecine Nucléaire de

I'H6pital Cantonal de Genéve (Suisse) qui en adawgnthése.

2. Imageriein vivo
2.1.Protocole expérimentah vivo du **F-FDG
Le protocole expérimental permettant d'évaluerommportement dd®F-FDG in vivo chez la
souris 3XTgAD est présenté sur la figure 25.

0 40 60
I Injection "®F-FDG | Euthanasie
Anesthésie Biodistribution par

Acquisition TEP prélévement d’organe

Autoradiographie sur coupes

Figure 25: Protocole expérimentalin vivo pour le **F-FDG
L'échelle de temps est exprimée en minutes.

2.2.Acquisition des images
Le suivi du’®FDG est réalisé par détection externe de la ratlid@cgrace & une caméra
Yap-(S)PET dédiée au petit animal (Functional Imggand Instrumentation Group; FIIG,

Pise, Italie) dotée d'une résolution spatiale de®n dans le plan axial en mode TEP.

2.3.Analyse des images TEP et quantification
Les données brutes sont converties au format "@uidte a un programme élaboré sous le
logiciel MatLab (MathWorks, Natick, MassachussetSiats-Unis). L'analyse et la
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quantification des images s'effectuent grace aicikl®MOD (PMOD Technologies, Zurich,
Suisse). La quantification s'effectue sur le voluerdgier du cerveau. Les données sont
exprimées en MBg/voxels et corrigées de la déaoss radioactive par rapport a I'heure

d'injection (T2 = 1,83 heures pour le fluor 18).

3. Analysespost-mortem
Suite a l'acquisition des imagesvivo, les animaux sont euthanasiés et des coupes \ceacer
de 20 um d'épaisseur sont réalisées dans le plasverse comme décrit précédemment (voir
partie 1I.A.1.3.1, page 90). Le protocole pour t@adiographie est identique a celui décrit
précédemment (voir partie 11.A.1.3.2, page 90).

B. Résultats
1.1.Imageriein vivo du'®F-FDG

Les résultats de I'imagerie tomographique TiE¥vo sont présentés sur la figure 26.
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Figure 26: Imagerie TEP in vivo du **-FDG chez les souris contréles et 3xTgAD
A: Images cérébrales représentatives obtenues ErelEEoupes transversales successives en allavaiet de
la téte de I'animal jusqu'a la région thoraciquintérvalle entre chaque image est de 2 mm apprtéement.
d: dorsal, v: ventral, Ig: latéral gauche, Id: fatédroit. B: Quantification des images TEP cheg $®uris

transgéniques et sauvages. Les résultats sontegen MBg/voxel. n=5/groupes.

Compte tenu de la faible résolution spatiale deataéra TEP et de la taille réduite du cerveau
chez la souris, une seule région d'intérét eseéranr le cerveau dans son ensemble, sans
distinction de structures. La quantification dendigerie TEPin vivo n'indique aucune
différence significative entre les animaux transgées et les animaux contréles de méme

age.

1.2. Autoradiographie sur coupes de cerveau de souris
La quantification des images autoradiographiquéséadisée de facon précise en délimitant
des structures d'intérét: cortex frontal, cortexmatw-sensoriel, cortex moteur, caudé-
putamen, hippocampe et cervelet. On n'observe autiffiérence significative entre les deux
groupes de souris (Figure 27).
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Figure 27: Quantification des images autoradiographiques aprésdministration de *F-FDG
chez les souris contrdles et 3xTgAD
Quantification de l'activité dans des régions célgls délimitées. L'activité est exprimée en pout@ge de
I'activité mesurée dans le cervelet. n=5/groupek:Rortex frontal; CPu: Caudé Putamen; CxSS: Cortex
somatosensoriel; CxP: Cortex pariétal; CxM: Corteoteur; HiD/HIDL/HIVL: Hippocampe en position
dorsale/dorso-latérale/ventro-latérale.

C. Discussion
Le ®F-FDG est un traceur du métabolisme du glucosez CHemme, il a été montré une
diminution de la consommation cérébrale’@FDG chez des sujets atteints de la MA par
rapport a des sujets sains de méme age (Moscob).208® métabolisme glucidique cérébral
(ou CMRGIc pour Cerebral Metabolic Rate of Glucogepsuré a l'aide difF-FDG, est
principalement diminué dans le cortex pariéto-terapet notamment dans le cortex
cingulaire postérieur aux stades précoces et agyngitques de la maladie et est diminué de
maniére généralisée a l'ensemble du cerveau audesstplus avancés (Jagust 2006).
L'utilisation du®F-FDG sur des modéles animaux de la MA pourraimeére de mieux
appréhender les modifications métaboliques quilient pendant le développement de la
pathologie et d'évaluer I'efficacité de nouveaaiteéments sur ces aspects. Afin d'évaluer ces
modifications éventuelles chez les souris 3xTgADuUs avons évalué les captations
cérébrales d¥F-FDG en imagerie TER vivo et en imagerie autoradiographique sur coupes.
A l'aide d'une caméra TEP dédiée au petit anintals mvons mesuré la captation cérébrale de

glucose chez des souris 3XTgAD et contrbles de n@yaeMalgré I'age avancé des souris et
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le nombre important de Iésions amyloides et nelomitifiires dans le tissu cérébral, I'imagerie
cérébralein vivo du '*-FDG n'a pas permis de distinguer les deux grodfssmaux. La
mesure de la quantité de radiotraceur accumuléé eeélisée sur I'ensemble du cerveau. La
encore, la faible résolution spatiale limite fortarhla précision de la quantification et ne
permet pas d'évaluer des variations localiséesadévité en'®F-FDG. Les limitations de
l'imagerie TEP pour |'évaluation des variationsébéales métaboliques éfF-FDG chez le
petit animal ont été décrites par ailleurs (Kunt2€09). Afin de pallier ce manque de
précision, nous avons réalisé l'imagerie autoradgque de coupes de cerveau de souris
ayant recu une dose #&-FDG. Cette imagerie ne fait pas apparaitre dérdifice entre les
deux groupes de souris dans le cortex frontaltdatem ou I'hippocampe. Ces résultats
different de ceux exposés par Nicholsanal. sur le méme modele de souris (Nicholson
2010). Ces auteurs décrivent une diminution rédésanificative de la captation d&r-
FDG chez des animaux agés de moins de 12 moiseediominution élargie a I'ensemble des
régions cérébrales évaluées chez des animaux agi® mois par rapport a des controles de
méme age (27% de diminution globale chez les ann@rgAD agés de 18 mois).
Cependant, la normalisation de la captation deotesttieur est tres différente entre les deux
études. En effet, contrairement a notre étude, dgdmet al. ont utilisé des données brutes
non normalisées pour les études menées chez leis $em plus agées. L'activité dans le
cervelet étant également diminuée dans cette &sdapports zone d'intérét/cervelet seraient
proches de ceux obtenus dans nos conditions exgrtiaies. Les résultats des études menées
sur le métabolisme cérébral chez différentes sauctle souris transgéniques sont
contradictoires. Lucast al. (2010) ou Vallaet al. (2008) décrivent un hyper-métabolisme
régional alors que d'autres comme Mosadral. (2005) ou Reimart al. (2000) décrivent
plutét un hypo-métabolisme s'installant progressiet, notamment au niveau du cortex
cingulaire postérieur. Dans notre cas, avec la absation que nous appliquons, nous
n'‘observons aucune différence de métabolisme @rébr observant les résultats bruts, nous
nous trouvons plutét dans un profil d'hyper-métemoé étant donné que les activités
cérébrales chez les souris 3XxTgAD sont plus imptesaque chez les controles. La variabilité
physiopathologique entre les différentes souchesodeis transgéniques, les différences de
normalisation des résultats ou de conditions erpgntales mises en ceuvre (age des
animaux, état métabolique (a jeun ou non), anesjines, techniques de mesure...) peuvent
expliquer la discordance de ces conclusions.

Dans nos conditions expérimentales, il n'y a pa#tédation du métabolisme glucidique

cérébral chez les souris 3XTgAD pouvant étre miséwidence par I€F-FDG. Ces résultats
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font écho & ceux obtenus avec'{8Tc-HMPAO. L'absence de différence significativerent
des animaux transgéniques et contrdles pour cesrddiotraceurs du métabolisme pourrait
étre liée au choix du modele animal. En effet, lee les souris 3XTgAD développent des
lésions anatomopathologiques proches de cellesv@lesechez les personnes atteintes de la
MA, elles ne semblent pas développer de pertunhstinétaboliques cérébrales au cours du
temps. Les Iésions tissulaires altérent les cagmciiapprentissage de ces souris de maniere
relativement précoces (Billings 2005), comme chidarhme, mais n'ont pas le méme impact
sur les cellules du systeme nerveux central enetefenmétabolisme. Ces résultats laissent a
penser que ce modele animal de la MA ne permetjaaprécier des modifications d'ordre
métabolique liées a la MA.

D. Conclusion
Il n'y a pas de différences de captation'WFDG entre les souris 3XTgAD et les souris WT.
Chez 'Homme, ce radiotraceur permet de mettrevigleigce une diminution du métabolisme
glucidique cérébral (Mosconi 2005). Ces résultatntrent une limite potentielle de ce

modele animal pour I'étude des altérations métqbed observées au cours de la MA.
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I11. Evaluation biologique du*?3-IMPY

Le 3-IMPY est un traceur des plaques amyloides. is@e I'équivalent iodé dt'C-PIB,
marqueur reconnu des plaques amyloides chez I'horhimgs avons réalisé |'évaluation

biologique de ce radiotraceur sur le modele anaeatouris 3xTgAD.

A. Matériels et méthodes
1. Radiomarquage et stabilité du radiotraceur

1.1.Protocole de radiomarquage

Les dérivés organostanniques sont
=~ =N xGHﬁ J q
/ M connus pour subir facilement une
S N “EH L , . s
| 3 réaction d’eéchange avec liode a
IMPY température ambiante. LEA-IMPY
Figure 28) a été préparé par la
Figure 28: Représentation schématique dd®I-IMPY (Fig ) prep P
procédure suivante :
50 ug de précurseur stannique IMPY-SgpBuot été acidifiés avec 50 pl de HCI 1N et ont été
mis en contact avec 20 pl de'Rf (74 MBq) et 50 pl de kD, 3%. La solution a été incubée
a température ambiante pendant 10 minutes, stoppéelOOul de NaHSOsaturé et
neutralisée par 150 pl de NaHg®aturé. L’'échantillon est alors extrait 3 fois daml
d’éthyle acétate. Apres évaporation totale de ceigle le résidu marqué est ensuite récupéré

dans 500 pl de BSA 2%.

1.2. Analyse du*?3-IMPY aprés radiomarquage
La pureté radiochimique ditf-IMPY a été déterminée par chromatographie surcieeu
mince (CCM) sur silice C18, avec acétonitrile / &0 : 50, v/iv) comme solvant de
migration.
L’analyse de la pureté radiochimique par Chromaphie Liquide Haute Performance
(CLHP) est effectuée sur une colonne silice greftge symmetry 300 (Waters®). L’élution
est effectuée en utilisant un gradient isocratigeetonitrile-TFA 0,1% / BD-TFA 0,1% (90 :
10, v/v) pendant 30 minutes avec un débit de 1nmih/
La pureté radiochimique dd®A-IMPY est supérieure & 95% immédiatement aprés le
radiomarquage. Le composé reste stable pendant eled dans la solution de

radiomarquage.
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1.3. Analyse de stabilité dans le sang et I'urine deisou
Apres l'euthanasie de I'animal, réalisée 40 minaf@®s l'injection du radiotraceur, 1 ml de
sang et un échantillon d'urine sont prélevés. laathHon de sang est centrifugé pendant 4
minutes a 2000 g, le plasma est prélevé et pupéé centrifugation a 7000g sur filtre
Nanoseff 10 kD pendant 20 minutes. L'urine est filtrée Blanosefl 10 kD dans les mémes
conditions. Chaque filtrat est analysé par CLHPsdas conditions décrites.

2. Imageriein vivo
2.1.Protocole expérimentah vivo du*?3-IMPY
Le protocole expérimental permettant d'évalueotlaportement dd®-IMPY in vivo chez la

souris 3XTgAD est présenté sur la figure 29.
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Figure 29: Protocole expérimentalin vivo pour le *2-IMPY
L'échelle de temps est exprimée en minutes.

2.2.Acquisition, analyse et quantification des images

Le suivi du composé radioactf-IMPY est réalisé par détection externe de lagadiivité
grace a uney-caméra dediée au petit animal (Biospace Mesuresis,PFrance). Les
acquisitions scintigraphiques sont réalisées enenpbahaire a I'aide du logiciglAcquisition
(Biospace Lab). L'imagerie planaire a été réalmg@glacant I'animal au contact de I'une des
deux "tétes" de la caméra, directement sur leroatieur. Des collimateurs de type parallele,
spécifiques pour l'iode 125, ont été utilisés. Largification des images s'effectue a l'aide du
logiciel y-vision+ (BioSpace Lab). Une région d'intérét (R@ur region of interest) est
tracée sur le cerveau dans son ensemble. La quadetitadio€lément est exprimée en coups

par minute par unité de surface (cpm/mm3),(¥ 59,9 jours pour l'iode 125).

3. Analysespost-mortem
3.1. Autoradiographie sur coupes de cerveau de tissu
La préparation des coupes de cerveau de souris erotocole d'autoradiographie sont

identiques a ceux décrits précédemment dans lee partA.3, page 90.
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3.2.Biodistribution par prélévement d'organes
Apres euthanasie, le sang, la peau, le cceur, leanqus, le foie, la rate, les reins, le muscle
squelettique, la paroi de lI'estomac, les glandiégasas, la graisse, I'urine sont préleveés. Les
organes sont rapidement rincés puis pesés. Ltgcani radiotraceur dans chaque tissu préleve
est mesurée grace a un compteCobra Il, Packard instruments) en utilisant ueeétre
énergétique de 15-75 KeV pour la détection ded'ib@5. La biodistribution par prélévement

d'organe est exprimée en pourcentage de la dasgérjpar gramme de tissu frais (%DI/g).

B. Résultats
1.1.Radiomarquage et stabilité Hal-IMPY

Les analyses de qualité du radiomarquage et déitstate **1-IMPY sont présentées sur la
figure 30.
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Figure 30: Analyses chromatographiques dé®3-IMPY aprés marquage et aprés injection chez l'anial
Exemples de profils CLHP obtenus & l'issue du radiguage d&-IMPY (A), 24 heures aprés marquage dans
la solution de réaction (B), 1 heure apres l'inggcthez la souris dans le sang (C) et dans I'{fyeL'activité

est exprimée en coups par minute. Le temps esineg@n minutes.
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bY

Le contr6le qualité effectué a lissue du radiomagg indigue une bonne pureté
radiochimique (PRC) dans la solution de réactiolgyfe 30-A) (PRC=97%). Dans cette
solution, le produit reste stable pour une périmgenoins égale a 24 heures (Figure 30-B). La
stabilité du radiotraceur est évaluée dans le sarfgirine une heure aprées l'injection d'une
dose de'®-IMPY chez la souris (Figure 30 C et D respectieat) (PRGang94%,
PRG.ine=87%). Les profils CLHP obtenus montrent une dégfiad négligeable du composé
de base notamment dans l'urine. Sur les radio-cdimgrammes, on observe I'apparition d'un
pic d'iode libre aux temps d'élution précoces (@iButes environ de temps d'élution). La
proportion d'iode libre reste cependant modestegggort a la proportion d'iode encore fixée
sur le traceur (pourcentage iode libre = 12%). Cientpnu de la dégradation limitée du
radiotraceur, la stabilité du radiotraceur dansdeg est jugée suffisante pour les études

d'imagerie réalisées jusqu'a 45 minutes p.i.

1.2.Biodistribution par prélévement d'organes

Les résultats de la biodistribution ti*-I-IMPY sont présentés sur la figure 31.
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Figure 31: Biodistribution par prélévement d'organes de'?1-IMPY chez la souris

Le prélévement d'organes est effectué 45 minutessdfadministration d&-IMPY & des souris controles et
3XTgAD. Les résultats sont exprimés en pourcentdgela dose injectée par gramme de tissu (%DI/g).

n=4/groupe. * p<0,05.
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Le -IMPY est éliminé par les voies rénale et hépatiaibe dans des proportions
équivalentes. Aucune différence significative naajfit entre les animaux controles et
3XTgAD hormis dans la graisse (p=0,042). La thyeo&d I'estomac présentent des activités

relativement importantes pouvant représenter us@dation significative du radiotraceur.

1.3. Quantification de I'imagerie planainevivo
Les résultats de la quantification de limagerianpire du*?a-IMPY chez la souris sont

présentés sur la figure 32.
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Figure 32: Quantification de I'imagerie planaire de*?1-IMPY
L'imagerie est réalisée de 0 a 40 minutes aprésdtion du radiotraceur. A: Quantification de theité dans le
cerveau pendant toute la durée de l'imagerie. ladsuxs sont données pour I'ensemble des 40 minBtes.
Quantification de l'activité dans I'ensemble duveau a partir de I'imagerie réalisée de 0 a 40 mmu_es

valeurs sont données pour chaque minute entrd@ minutes. n=5 par groupe. * p<0,05: 3xTgAD vs WT.

La quantification des image® vivo ne permet pas de mettre en évidence de différence
significative entre les groupes de souris WT etd@D de méme age si I'on prend en compte
la moyenne de l'acquisition dans son ensemble 46F@Figure 32-A). Un test ANOVA est
utilisé afin de comparer I'évolution des cinétiqeésébrales di*I-IMPY (Figure 32-B). Ce

test ne montre pas de différence entre les deuxpgsod'animaux considérés (p=0,066). Lors
de l'analyse des résultats des cinétiques?ddMPY dans le cerveau, les valeurs sont
€également comparées point par point c'est-a-direesdes minutes grace a un test statistique
de Student. Selon ce dernier test, trois valeurgudatification situées dans les dix dernieres
minutes de l'acquisition s'averent significativetrdifférentes: a 29, 36 et 39 minutes apres le
début de I'acquisition des images (p<0,05).
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1.4. Quantification des images autoradiographiques supes de cerveau dans les

zones riches en plaques amyloides

Figure 33: Mise en évidence des régions a forte densité de quees amyloides

Les régions riches en plaques amyloides sont misésidence par un marquage fluorescent a la éviog S
sur des coupes transversales réalisées au niveeorigx frontal, de I'hippocampe et du cervelegdache, au
milieu et a droite respectivement). Les PA sont bmuses dans le cortex frontal et I'hippocampe mais

complétement absentes du cervelet.

Les régions riches en plagues amyloides sont mésegvidence par un marquage a la
thioflavine S sur les mémes coupes de tissus fniéat@nt analysées en autoradiographie
(Figure 33). Les régions riches en plaques amysostmt situées dans le cortex frontal, le
bulbe olfactif ainsi que dans deux parties de ffbgampe: le subiculum et I'amygdale. Le
cervelet est une région dépourvue en PA et sexbde de référence pour la quantification.

La quantification des images autoradiographiquésréaisée en faisant correspondre les
zones d'intérét avec ces régions riches en plagogtoides (Figure 34). Les résultats sont

exprimés en pourcentage de l'activité dans le tstrve
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B 3x7gAD
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Figure 34: Quantification des images autoradiographiques danges zones riches en plaques
amyloides
Les zones d'intérét sont tracées sur les zonessrieh plagues amyloides. L'activité est mesurémifbtes

apreés l'injection du radiotraceur. L'activité egbtmée en pourcentage de l'activité du cerveke. par groupe.

Contrairement a ce qui était attendu, l'activiténlsle moins importante chez les souris
3XTgAD que chez les souris contrbles de méme ags bt quatre régions considérées
comme étant riches en plagues amyloides. Ces aliffés ne sont pas statistiquement

significatives.

C. Discussion
Parmi les radiotraceurs TEMP développés pour lactién des plaques amyloides,*fa-
IMPY est I'un des marqueurs présentant le plusédén Il a été montré dans la littérature que
ce dérivé de la thioflavine pénétrait dans le cawvele souris de maniére importante
(7,2%Dl/g de tissu, deux minutes apres injectioh)ge'il permettait de déterminer la
localisation des plagues amyloides sur des coupesrdeau en corrélation avec un marquage
a la thioflavine (Kung 2002).
Nous avons évalué le comportement '@ IMPY dans notre modéle murin de la MA: la
souris 3XxTgAD. L'élimination du radiotraceur ess@®e par la voie rénale et la voie hépato-
biliaire dans des proportions équivalentes. Leataateur est rapidement dégradé une fois
injecté a I'animal aux vues des activités élevékvées dans I'estomac et la thyroide, organes

témoins de la présence d'iode libre, en raisomdetbreux transporteurs Nal contenus dans
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leurs parois. Ces données confirment les résutatesnus chez I'Homme qui montraient une
dégradation rapide du radiotraceur (80 et 20%8°ddMPY intact & 2 et 30 minutes post
injection respectivement) (Newberg 2006). Les desnde I'imagerién vivo ne permettent
pas de mettre en évidence de différence signi¥ieatintre les animaux transgéniques et
contrdles. Cependant une analyse ANOVA montre endance vers une évolution différente
des cinétiques d'activité dans le cerveau entredes groupes (p=0,07). De plus, les temps
d'acquisition plus tardifs (29, 36 et 39 min) sesniblplus propices pour distinguer des
variations d'activité (p<0,05). Les quantificatiodse l'autoradiographie réalisées sur les
coupes de cerveau des animaux ayant subi l'imagerigermettent pas de confirmer cette
tendance. En effet, les quantifications de l'adtimgraphie en utilisant des zones d'intérét
circonscrites au niveau des zones riches en plagugides indiquent une tendance d'une
activité moins importante chez les animaux transgés par rapport aux contrbéles. Ces
résultats bien que non significatifs vont a I'ertoerde ce qui était attendu et des données
décrites dans la littérature. D'apres Kuwa@l. (2002), le meilleur rapport signal sur bruit et
les meilleurs résultats ont été obtenus en autogaaiphie quatre heures aprés I'administration
des radiotraceurs a des souris double-transgénidg@s76. A ce temps, Kungt al.
décrivent une co-localisation partielle des imagegoradiographiques obtenues apres
administration dé?3-IMPY avec les images obtenues aprés marquageeiaent des PA &
l'aide de la thioflavine S. Nous n'avons pas pua@yire ces résultats dans les temps courts
étudiés (45 minutes). Il est possible qu'a ce temipbservation la forte fixation non
spécifiqgue de ces molécules sur les lipides makegieésultats. L'évaluation du radiotraceur
aux temps longs (4 heures) chez la souris 3xTgADaddonc faire I'objet d'études ultérieures

afin d'améliorer le rapport signal sur bruit.

D. Conclusion
Dans nos conditions expérimentales, il n'y a padiffierence de captation dé™-IMPY entre
les souris 3XTgAD et WT. L'évaluation de ce radiotur a des temps plus longs pourrait

améliorer le rapport signal sur bruit et permeliralistinction des deux groupes d'animaux.
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Partie Il : Développement de nouveaux radiotraceus pour le suivi de la
MA

Le développement de nouveaux radiotraceurs posuid de la MAin vivo est un enjeu
majeur afin de mieux appréehender les aspects dypmside cette pathologie. Les plaques
amyloides et les dégénérescences neurofibrillaisesit deux Iésions cérébrales
caractéristiques de la MA. Nous avons initié le edéppement de deux radiotraceurs des
plaques amyloides: les pat®-sulfonato-calix[4]arénes (otrS-calixarénes) et les COB.
Parallelement, nous avons initié la mise au poioh dadiotraceur des dégénérescences
neurofibrillaires: le peptide A93, et de vecteuts permettront de faciliter le passage de la
barriere hématoencéphalique: C6 et C3. Ces diffésemolécules sont présentées brievement

dans le tableau 7 et les protocoles expérimentaigxem ceuvre sont récapitulés dans le

tableau 8.
Radiotraceur évalug Mode de détection Cible visée
%3_Calixarénes Radiomarquage’a Plaques amyloides
CcOB Fluorescence Plaques amyloides
A93 Radiomarquage ad™Tc Dégénérescences neurofibrillaires
C6 Radiomarquage dt"Tc Vecteur peptidique
C3 Radiomarquage dt"Tc Vecteur peptidique

Tableau 7 : Composés évalués pour la mise au point de nouveawadiotraceurs pour le suivi de la MA

Radiotraceur Liaison sur Imagerie S Autoradiographie
i i i Biodistribution .
évalué coupes tomographique ex vivo
*3-Calixarénes X X
COB Voir la liste des protocoles effectués pour I'évaluation des COB plus bas
A93 X X X X
C6 X X
C3 X X

Tableau 8 : Liste des protocoles expérimentaux effectués pouhaque radiotraceur étudié
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|. Evaluation biologique des para®®S-sulfonato-calix[4]arénes

Les para-sulfonato-calix[4]arénes ou calixarenad sies molécules issues de la chimie de
synthese. Les calixarenes ont la capacité de fe®rfeuilletsp-croisés, motifs que l'on
retrouve notamment dans les agrégats de pepfieamyloides (Cecillon 2007). Elles
n‘avaient jusqu'alors jamais été évalui@egvo. Nous avons dans un premier temps souhaité
savoir si ces molécules étaient capables de p&sdmrriere hématoencéphalique et quelle
était leur distribution dans l'organisme. Nous avdonc réalisé la premiére biodistribution
par prélevement d'organes de ces molécules chepuas. Ce travail est le fruit d'une
collaboration avec I'équipe de chimistes d'Anth@gleman (UMR 5086 — Lyon). Cette
expérience a été meneée sur des souris controlesmd\frésentant pas de lésions cérébrales
pour I'étude du passage de la barriere hématoealogydr Le préléevement est réalisé a 5, 15
30 ou 45 minutes suite & l'injection d'une dosealixarénes marqués &t8. Ce travail a fait
I'objet d'une publication (Coleman 2008).

A. Matériels et méthodes
1. Synthése et radiomarquage
Le radiomarquage des calixarénes®(Ty, =
87,32 jours pour le soufre 35) a été realisé pa
I'équipe du professeur Tony Coleman de I'IBCP
de Lyon comme décrit dans la publication de
Colemanet al. (2008) (Figure 35). Le marquage

est effectué dans la derniére étape de
. ] . Figure 35: Représentation schématique de la
sulfonation de la voie de synthése des

structure du para-sulfonato-calix(4)aréne
calixarénes. Pour cela, une quantité minimale

de 1 g de para-sulfonato-calix[4]arenes et de 4denHSO, est nécessaire. Le mélange est
chauffé a 90°C pendant 4 heures dans une bougeiliaend rond de 50 ml. Aprés retour a
température ambiante, les para-sulfonato-calix[4]arénes sont isolés des moléctrgides

en ajoutant 1 ml de méthanol a la solution de maggwuis en additionnant cette préparation
a 300 ml d'éthyle acétate. Cette solution est ra@es agitation pendant 30 minutes puis
filtrée et lyophilisée. Ce protocole de synthesamat d'obtenir une pureté de 95% pour la
production de’®S-calixarénes. Cependant pour des raisons de ratéofion seulement 100

ul des 4 ml dé°S-H,SO, ont été utilisés, ce qui implique que seulemeb¥2des groupes
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sulfonatés ont été effectivement radiomarqués tikigk spécifiqgue s'en trouve affectée avec
0,74 kBq.M™.

2. Protocole expérimental pour I'évaluation &&scalixarénes.
Le protocole expérimental permettant d'évaluerdmmortement di°S-calixaréne chez la

souris 3XTgAD est présenté sur la figure 36.

0 5 15 30 60

Injection Euthanasie
para-**S-sulfonato-calix[4]arene

Biodistribution par prélévement d'organes

Figure 36: Protocole expérimental pour le*S-Calixaréne

L'échelle de temps est exprimée en minutes.

Plusieurs groupes de souris ont été formés enifonde la durée du protocole (5, 15, 30 et
60 minutes post-injection) et de la concentratidmiaistrée (40; 100; 200; 400 mg/kg soit
environ 1; 2,5; 5; 10 mg / animal respectivemelngs radiotraceurs sont injectés dans l'une
des veines latérales de la queue. Les animauxas@sthésiés pour la durée de I'imagerie par
injection intrapéritonéale d’une solution de kétae(50 mg/kg) / xylasine (10 mg/kg) en
rapport 2/3 et 1/3 a raison de 1 ml/kg. L'activitiectée est de I'ordre de 1 kBqg pour 1 mg de

produit injecté.

3. Analysespost-mortem
3.1. Autoradiographie sur coupes de cerveau
Aprés administration de¥S-calixarénes a des souris WT, les animaux sotfitasasiés a
différents temps. La préparation des coupes deeaande souris ainsi que le protocole

d'autoradiographie sont décrit partie II.I.A.3.agp 90.

3.2.Biodistribution de$°S-calixarénes par prélévement d'organes
Ce protocole a été utilisé pour réaliser la bioitistion des *S-calixarénes. Aprés
euthanasie, les organes d'intérét sont prélevéderapnt rincés puis pesés. Les organes sont
ensuite mis a digérer dans un solvant organiqu&Ti®450 (Beckman Tissue Solubilizer,
Beckman, USA), dans des flacons en verre a 60°qujasligestion complete (au moins une

nuit). Apres digestion compléte des tissus, latsmiuobtenue est reprise dans des tubes en
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plastique spécifiques pour comptguavec 500 pl d'échantillon digéré, 100 pl de pétidr
pour la décoloration (Sigma, USA), 40 pl d'acideétapie pour la neutralisation
(Chromoform, Prolabo) et 10 ml de liquide scintiigpour permettre la détection (Ready
Safe, Beckman Coulter, USA). L'activité dans chafi@meon est ensuite mesurée grace a un
compteur- et obtenue en coups par minutes. La biodistoupiar prélevement d'organe est

exprimée en pourcentage de la dose injectée pamgeade tissu frais (%DI/g).

B. Résultats
1.1.Biodistribution par prélevement d'organes

La premiére concentration évaluée, 400 mg/kg, sieérée létale. Immédiatement apres
l'injection d'une dose de 400 mg/kg thS-calixarénes, I'animal présentait des signes de
comportement anormal (difficultés a se déplaceificdités respiratoires...). L'animal est
décédé dans les dix premieres minutes apres tiimjedu radiotraceur.
Nous avons donc diminué la dose maximale évalu&@0amg/kg. Lors de la biodistribution
par prélevement, nous avons mis en évidence l@mrésde sang dans les urines, signe d'une
toxicité encore prononceée a cette concentration.
Nous avons diminué encore une fois les doses égeqtour retenir des concentrationsGe
calixarenes de 40 et 100 mg/kg. Les résultats de biedistributions par prélévement

d'organes sont présentés sur la figure 37.

30 min - G0 min

A | 5 min PR 15 min
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Figure 37: Biodistribution des **S-calixarénes par prélévement d'organes
La biodistribution est réalisée par préléevementgdines a différents temps aprés administrationiffiérehtes
doses dé°S-calixarénes. Les résultats sont exprimés en patage de la dose injectée par gramme de tissu
frais (%DI/g). A: Biodistribution aprés adminisii@t de 40 mg/kg dé®S-calixarénes. B: Biodistribution aprés

administration de 100 mg/kg d&-calixarénes.

Les résultats de la biodistribution montrent I'ip@eité desS°S-calixarénes & passer la barriére
hématoencéphalique (Figure 37). L'activité sangueas# maximale 15 minutes apres
I'injection du radiotraceur et décroit ensuite aurs du temps. L'élimination du radiotraceur
est essentiellement assurée par la voie rénaleams dne moindre mesure par la voie
hépatobiliaire.

L'évolution de la quantité de traceur au coursamaps dans l'urine est différente selon la dose
considérée (Tableau 9): a 40 mg/kg, l'activitéraléece a augmenter au cours du temps alors
gu'elle a plutdt tendance a diminuer a 100 mg/ketteCdifférence est représentative des
guantifications réalisées dans le rein qui monttantomportement variable de la molécule

en fonction de la dose administrée.
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Temps apres injection . . . .
, Activité pour la dose a 40 mg/kg Activité pour lasé a 100 mg/kg
du radiotraceur

5 ND 35,45+ 23,36
15 3,44+ 2,15 26,8
30 16,6+ 6,71 15,44+ 6,46
60 14,77 ND

Tableau 9 : Evolution de I'activité au cours du temps dans l'uine
Le temps est exprimé en minutes. L'activité estienge en pourcentage de la dose injectée pour SQuihe.

ND: non déterminé.

1.2. Autoradiographie sur coupes de cerveau de souris
L'activité dans le cerveau était trop faible poouywoir étre quantifiée en autoradiographie.
Les zones d'intérét étant impossibles a réalisapt® tenu de la trop faible intensité du signal
relevé, aucune valeur de quantification n'a pu établie en autoradiographie. Ces données
confirment l'incapacité desS-calixarénes a franchir la BHE.

C. Discussion
Les calixarenes sont des molécules issues de maietsiupramoléculaire reconnues en tant
gue systeme "hote" d'intérét grace a leur cavitbhdphobe pouvant accueillir des molécules
organiques neutres ou chargées (Coleman 2007}ivitddiologique des calixarenes a été
préalablement évaluée dans différentes étudese{P2006). Ainsi, ce composé pourrait étre
utilisé en tant qu'agent antiviral, inhibiteur dEnaux ioniques, anti-coagulant, amplificateur
pour la détection des formes pathogéniques de ,paiosi qu'outil diagnostique pour la MA
(Coleman 2008). Les calixarénes ont la capacitéixée les motifs feuilletfl croisés, motifs
que I'on retrouve notamment dans les agrégatsmalpsp-amyloides (Cecillon 2007).
Plusieurs études ont été menées avec succes afiénaentrer I'innocuité des calixarénas
vitro. Les calixarenes ne présentent pas de toxicit@asirlignées de cellules tumorales
vitro, ni d'activité hématolytique pour des concentraicallant jusqu'a 5 mM, et ne
déclenchent pas de réponse immunitaire aspécifigoieman 2008). Aucune étude vivo
n'‘avait été réalisée jusqu'alors. Dans ce contert®js avons effectué la premiere
caractérisation de ces molécules vivo chez l'animal. Notre intérét était d'évaluer les
propriétés de ces composes en tant que traceutépeds amyloides et en tant que vecteur

potentiel de molécules vers ces lésions.
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L'administration d'une seule dose de 400 mg/kg eibreti déces de I'animal dans les 10
premiéres minutes qui suivent l'injection. La presede sang dans les urines 60 minutes
apres l'administration d'une seule dose de 200 grajtieste d'une toxicité encore prononcée a
cette concentration. Les concentrations plus fajd® et 100 mg/kg n'ont pas induit d'effet
toxique visible a court terme. Le comportement aeisnaux et I'aspect des organes internes
sont en effet normaux. La toxicité a court termezcha souris est donc considérée comme
faible pour des concentrations inférieures a 10fkgxg

La biodistribution par prélevement d'organes né gas apparaitre d'accumulation majeure
dans un organe particulier. L'élimination par léevarinaire est rapide. L'activité sanguine est
maximale 15 minutes aprés l'injection du radiomacées®S-calixarénes ne passent pas la
barriere hématoencéphalique dans les conditioriée®sCe résultat peut s'expliquer par la
taille importante de ces composeés et leur fortegehanionique. Il faut cependant noter que
pour des raisons de radioprotection pour les méatgurs durant le radiomarquage, la
quantité de®S utilisée pour la réaction de marquage a été te&dlie ce fait, l'activité
spécifique était trés faible (0,74 kBqyice qui a pu péjoré les résultats notamment ejuce
concerne le passage de la BHE.

Les calixarenes pourraient avoir de nombreusewsatidnsin vivo notamment en tant que
vecteurs de molécules a travers l'organisme. Cemgndn I'état, I'utilisation de ce composé
en tant que traceur ou vecteur dans la maladielgeiher semble incertaine compte tenu de
sa tres faible capacité a passer la BHE. Malgré, tes calixarenes sont des molécules
aisément modulables. La modification des propriéémniques et de lipophilie pourrait
grandement améliorer le passage de la BHE danétdess ultérieures.

D. Conclusion
Les résultats obtenus pour ce nouveau traceur ldgsigs amyloides : 1€8S-calixarénes,
sont contrastés. La capacité dé8-calixarénes a passer la barriére hématoencépaaiga
se fixer sur les lésions amyloid@svivo est fortement limitée. La modification des prot#sé
chimiques de ces composeés est nécessaire et unelleaévaluation biologique sera réalisée

prochainement.
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[1. Evaluation biologique des molécules fluorescentesOB

Les COB sont des dérivés de proflavine naturellérfiearescents capables d'interagir avec
les peptides amyloides vitro. Huit composés ont été synthétisés: COB 231, CORBix,
COB 232, COB 233, COB 234, COB 239, COB 252, COB. 2/us avons voulu évaluer les
caractéristiques de ces molécuirsiitro et in vivo afin de pouvoir les utiliser en tant que
traceur des dépots amyloides dans notre modéleahdenVIA. Ces travaux sont le fruit d'un
travail collaboratif avec difféerentes equipes: NtatDemeunynck et Sabine Chierici (UMR
5250 — Grenoble) pour la partie chimie, et Monidgimuret (INSERM U842 — Neuro-
Oncologie et Neuro-Inflammation — Lyon) pour lesdits sur cultures cellulaires. Ce travail a

fait I'objet d'une publication (Garin 2011).

A. Matériels et méthodes
1. Description des molécules évaluées
Les formules des différents composés COB syntle#tedéévalués sont données dans le

tableau 10.
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Molécules évaluées Formules
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Tableau 10 :Formules des composés fluorescents étudiés

2. Protocoles effectués pour I'évaluation des COB
Les différents protocoles réalisés pour I'évaluatimlogique des COB sont décrits dans le
tableau 11. Les études d'inhibition de la formatiws fibres amyloidem vitro ont été
réalisées par Sabine Chierici et Martine Demeunyit¥R 5250 — Grenoble). L'évaluation
des COB sur cultures cellulaires a été réaliseecataboration avec Monique Touret
(INSERM U842 — Neuro-Oncologie et Neuro-Inflammatie Lyon).
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Evaluation sur
Inhibition de la Liaison sur o
Composé évaluée | cultures Evaluation in vivo
fibrillation in vitro coupes ]
cellulaires

COB 231 X X X X

COB 2314im X X X X
COB 232 X X
COB 233 X X
COB 234 X X
COB 239 X X
COB 252 X X
COB 253 X X

IMPY X X X

Tableau 11 :Liste des protocoles expérimentaux effectués pouhaque COB évalué

3. Synthése des COB

Tous les composés ont été préparés a partir détgtcaminoacridine et pour la plupart a
partir d'une simple précipitation (Figure 38). Lenposé COB 239 a été préparé par
substitution du propargyl chloroformiate. Cettecté&m en une seule étape permet d'obtenir
un rendement de 75%. L'introduction des extréniaé@sino-", "azide" ou des bras espaceurs
"alkyne" pour les dérivés COB 232 et COB 231 a ssité des étapes additionnelles. Les
rendements de réaction pour les composés COB 2GDBt231 sont de 30%, 75% et 65%
respectivement. Les hétérodimeres d'acridine agele dipoique et base Troger (COB 233,
COB 234, COB 252, COB 253) ont été préparés arpati composés COB 231, 232 et 239
par ligation via une amide ou un pont triazole ¢iisant une cycloaddition azide-alkyne
catalysée par le cuivre. La procédure communesatitile sulfate de cuivre Il et I'ascorbate de
sodium en tant qu'agent de réduction dans uneicolde tbutanol/eau a montré de bons
résultats et les hybrides COB 234, 252, 253 onbkténus avec des rendements satisfaisants
(70-75%). Le dérivé lipoique et l'analogue de laebdroger ont été produits comme des

produits racémiques.
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Figure 38: Voie de synthése des composés fluorescents

4. Inhibition de la formation des fibres d'amyloidevitro

La capacité des composés COB a inhiber la formatenfibres d'amyloid vitro est mise
en évidence grace a un test utilisant la thioflavin(ThT). Le suivi de la liaison de la ThT
aux fibres d'amyloide est une méthode répandue plamtifier les structures amyloides,
suivre leur formation et leur désagrégation. Lempnsés sont ainsi co-incubés a une
concentration de 10 uM avec def40 a une concentration de 50 uM et en présencéde T
La fluorescence de chaque échantillon est mesujéa$ plus tard a une longueur d'onde de
485 nm. Les résultats sont exprimés en pourcerpageapport a un échantillon contréle

contenant uniquement de BAO et de la thioflavine.

5. Evaluation des COB sur cultures cellulaires
5.1. Culture primaire d'astrocytes
Les cellules mises en cultures sont des astroaygesouris controles et 3xTgAD. Les
cerveaux sont préleves 4 jours aprés la naissaxardmaux. La partie corticale est isolée et

placée dans un milieu de culture sélectif DMEM @inéax a 4,5 g/l de glucose (Dulbecco's
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Modified Eagle Medium) avec 10% de sérum veau fatéglomplémenté (SVF) et 1% de
solution antibiotique (pénicilline 100 pg/ml et mreptomycine 100 mg/ml). Les produits et
milieux utilisés pour la culture cellulaire provient de Invitrogen. La préparation est passée
et écrasée a l'aide d'un piston de seringue de dumiin filtre minisart 40 uM (Falcon). La
solution obtenue est complétée a 5 ml avec du undeculture et laisser 1h a I'étuve a 37°C,
5% CQ afin d'éliminer les débris tissulaires non désités cellules sont comptées sur une
lame de Burker puis ensemencées a raison de 3@Qs par puits sur des Lab-Tek (Brand
products ; Nalge Nunc International 2000 North Nar®oad — Naperville IL 60563 USA).
Les cellules sont maintenues 10 jours en cultufétave a 37°C, 5% CQO Le milieu de

culture est renouvelé quatre jours apres I'enseenesiat.

5.2.Culture primaire de neurones

Les cellules mises en culture sont des neurones®ulés contrdles et 3XTgAD. Quatre jours

avant I'expérience, les cerveaux sont prélevés ehéxetus a 17 jours de gestation. Le sac
vitellin est enlevé et déposé dans du PBS 1x. bewd sont prélevés afin d'extraire les
cerveaux. Le cortex est isolé sous loupe binoaulkir prenant soin d'enlever la pie mére. Les
cortex sont placés dans une solution de DMEM, Ide/blucose, trypsine 10% pendant 10
minutes au bain marie a 37°C. Trois ringages ssdsesont réalisés avec du DMEM, 1 g/l de

glucose, SVF 10%. Le tissu est dilacéré par aspiraeflux avec une pipette pasteur en

verre. La préparation est passée sur un filtreQdgM puis centrifugée a 300g a 4°C pendant
5 minutes. Apres avoir €liminé le surnageant, ltcest repris dans un milieu Neurobasal

contenant 2% de facteur de croissance B27 auqadité ajouté 1% de L-Glutamine et 1% de
pénistreptomycine. Le comptage et I'ensemencemenicdllules sont réalisés de la méme
facon que pour la culture primaire d'astrocytess tellules sont maintenues en culture a
I'étuve a 37°C, 5% CO

5.3. Culture de neuroblastomes
La culture de neuroblastomes est realisée a phrtiignées tumorales d'origine commerciale
stockées sous forme d'ampoules a une températu®@®C. Au sortir du conteneur d'azote,
les échantillons sont rapidement décongelés dandaim marie a 37°C. La suspension
cellulaire est reprise dans 10 ml de milieu dewwalDMEM GlutaMAX 4,5 g/l de glucose.
La solution est centrifugée a 800 rpm pendant Sutes Le surnageant est éliminé avant de

resuspendre le culot cellulaire dans 1 ml de mileée culture. Le comptage et
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I'ensemencement des cellules sont réalisés de maenf@con que pour la culture primaire
d'astrocytes. Les cellules sont maintenues enreudtliétuve a 37°C, 5% GO

5.4.Incubation des molécules d'intérét avec les cudtaedlulaires
Les molécules d'intérét sous forme lyophilisée samstuspendues dans du DMEM a la
concentration souhaitée (1, 10, 100 pM). Apres ragétiminé le milieu de culture des
astrocytes et des neurones, les cellules sont raigesuber a I'étuve durant 6 ou 24 heures
avec l'une des solutions préparées. Apres incubaeomilieu est éliminé et un ringcage est

effectué afin de pouvoir effectuer des marquags®loigiques.

5.5. Histologie
Difféerents marquages immunohistochimiques sontigéal afin de caractériser les types
cellulaires: NeuN (Millipore) et GFAP (DAKO).
Apres avoir éliminé le milieu d'incubation, leslalds sont lavées (PBS 0,1M; 1x5 min) et
fixées pendant 10 minutes dans une solution ddqgraraldéhyde (PAF 4%, PBS 0,1M). Un
nouveau lavage est effectué (PBS1x; 1x5min) avamhektre les échantillons dans un bain de
solution de saturation (BSA 4%, sérum foetal de &&0%, PBS 0,1M) pour une durée d'une
heure. Cette étape est destinée a bloquer lesdstégation non spécifiques par I'utilisation
de BSA et de sérum issu de la méme espece animalpayr I'anticorps secondaire (dans le
cas présent, il s'agit de la chéevre). Les échanslisont ensuite mis a incuber sous agitation
linéaire a 4°C pendant la nuit dans une solutiomermant I'anticorps primaire, anti-GFAP:
1/10 000 pour marquer spécifiquement le cytosqieeldés astrocytes et oligodendrocytes
(DAKO) ou NeuN: 1/400 pour marquer spécifiquemestmeurones de vertébrés (Millipore).
Les anticorps sont dilués dans une solution de B%ATriton 0,3%, PBS 0,1M. Les cellules
sont ensuite rincées (Triton 0,3%; PBS 0,1M; 1x5npnis mises a incuber sous agitation
linéaire & température ambiante pendant une heame dne solution contenant l'anticorps
secondaire (chévre anti-lapin 1/2000 ou chévresmtris 1/400, BSA 1%, Triton 0,3%; PBS
0,1M). Trois ringcages successifs sont réalisegdird,3%, PBS 0,1M; 3x5min). Les lames
sont ensuite mises a incuber 10 minutes dans uliosode DAPI afin de réaliser le
marquage des noyaux cellulaires en bleu (DAPI 18 RBS 0,1 M) (DAPI, Roche
Diagnostics, Allemagne). Un dernier rincage de Butés avec du PBS 0,1 M est effectué
avant de monter les lames avec une lamelle a kbigeliquide de montage en phase aqueuse

compatible avec les analyses en milieu fluores@@énbPrep, Biomérieux).
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5.6. Acquisition et analyse des images
Le signal fluorescent est observé grace a un ndopss a fluorescence Zeiss 5.1 (Zeiss)
couplé a un appareil photographique numeérique pobtention des clichés. L'analyse des

images est realisée a l'aide du logiciel AxiovisioB (Zeiss).

6. Evaluation de la liaison des COB sur coupes deeeerv
6.1.Préparation des coupes de cerveau de souris

Ce protocole est identique a celui décrit dansakig@ll.1.A.3.1, page 90.

6.2. Préparation des coupes de cerveau humain
Les échantillons de tissu cérébral humain sontnisypar le laboratoire de physiopathologie
de Geneve (Division de Neuropsychiatrie de [I'Hdpite Chéne-Bourg, Hopitaux
Universitaire de Genéve, Suisse) et par le laboeatte physiopathologie de Lyon (Centre de
Biologie et Pathologie Est (CBPE), Service de Bywades Hopitaux Civils de Lyon). Il s'agit
de tissus congelés non fixés issus de préleventkemstomopathologie chez des individus
sains ou atteints de maladie d'Alzheimer présurnéavérée. Les coupes sont réalisées selon

le méme protocole que décrit précédemment (pdrtid.B.1, page 90).

6.3.Incubation des molécules d'intérét sur coupes teasa

Les molécules d'intérét, conservées sous formehliis@es, sont diluées a la concentration
souhaitée (1 a 390 uM) dans une solution de tariiper0,05M a pH 7,4 et éthanol 0,5%.

Les coupes de cerveau sont réhydratées pendanh@esidans un bain de tampon Tris
0,05M. Les lames sont ensuite placées a l'abriad&urhiere dans un bain de solution
contenant les molécules fluorescentes pendant reh&rois lavages successifs de 5 minutes
chacun sont réalisés avec du tampon Tris. Les cosqn@ ensuite fixées dans une solution de
PAF a 4% pendant 20 minutes avant d'étre rincégs (JO5M; 3x5min). Un marquage des
noyaux cellulaires est effectué en immergeant lespes pendant 10 minutes dans une
solution de DAPI a 300 nM. Les lames sont rincéescadu liquide physiologique puis
brievement trempées dans l'eau avant montage lantee et lamelle a I'aide d'un milieu de
montage en phase aqueuse comportant des consesvpteu la fluorescence (Fluorescent
mounting medium, Dako, USA). Les lames sont corées\a I'abri de la lumiéere a 4°C afin

de conserver l'intensité du signal fluorescent.
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6.4.Incubation avec la solution contrdle de thioflavine
La thioflavine S (Sigma, USA) conservée sous forigephilisée est diluée a une
concentration de 390 uM dans une solution de tarRiH 1x.
Les coupes de cerveau sont réhydratées pendamuiesidans du PBS 1x puis fixées dans
un bain de paraformaldéhyde a 4% pendant 20 minAmes lavage (PBS 1x; 3x5min), les
coupes sont placées pendant 5 minutes dans urt@sale PBS 1x / permanganate 0,125%
(0,25% pour les coupes humaines) (Fluka Biochentépublique Tcheque). Les coupes sont
ensuite immergées dans une solution de PBS 1xulfilesde potassium (10 g/l) / acide
oxalique (10 g/l) (Sigma Aldrich, USA). Une foissleoupes devenues blanches, elles sont
incubées 5 minutes dans une solution PBS 1x / Bth&b?o / Thioflavine S 0,125 g/l. La
thioflavine est dissoute préalablement dans le Bt d'ajouter I'éthanol. Les coupes sont
ensuite rincées dans un bain de PBS1x / Ethanolgdant 5 minutes puis dans un bain de
PBS 1x. Les lames sont rincées avec du liquideiplogéque puis brievement rincées dans
I'eau avant montage entre lame et lamelle a I'dide milieu de montage en phase aqueuse
comportant des conservateurs pour la fluoresceRtmrescent Mounting medium, Dako,
USA). Les lames sont conservées a I'abri de ladama 4°C afin de conserver l'intensité du

signal fluorescent.

6.5. Acquisition et analyse des images
Les coupes sont analysées au moyen d'un microscdherescence Leitz Akioskop 2+
équipé des filtres suivants: (1) excitation BP526Ream Splitter FT 580, émission LP 590
(Rhodamine); (2) excitation BP470/40, Beam Splig€r495, émission BP525/50 (FITC); (3)
excitation G365, Beam Splitter FT 395, émission 88,450 (DAPI). Ce microscope est

couplé a un appareil photographique afin de réatiss clichés.

7. Evaluation biologique des COB vivo
7.1. Administration des composés
Les molécules d'intérét conservées sous forme Iyspbs sont resuspendues a la
concentration souhaitée dans une solution de Na@b (et d'éthanol 0,5%. L'injection du
traceur est réalisée dans I'une des deux veineRlesude la souris a raison de 20 mg/kg soit
environ 0,5 mg/150 ul de solution.
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7.2.Préparation des coupes de cerveau de souris
Quatre heures apres injection, I'animal est euti@née cerveau est prélevé et les coupes
réalisées suivant le méme protocole que décritgoi&mment (partie 11.1.A.3.1, page 90). Les
lames sont réhydratées dans une solution de N8 pPuis immergées 10 minutes dans une
solution de DAPI a 300 nM afin d'assurer le margudgs noyaux en fluorescence bleue. Les
lames sont rincées avec du liquide physiologiquis prievement rincées dans I'eau avant

montage entre lame et lamelle.

7.3. Acquisition et analyse des images
L'évaluation de la fixation du traceur dans leutisgrébral se fait par visualisation du signal
fluorescent en vert sur les coupes de cerveauida BBun microscope a fluorescence dans les

mémes conditions que décrites précédemment (Rtli®.5, page 122).
B. Résultats

1.1.Inhibition de la formation des fibres @AQin vitro
La capacité d'inhibition des COB a inhiber la fotima des fibres amyloides en solution
vitro est présentée sur la figure 39.

COB 253 %fiﬁféﬁWW%
S
COB 234 éﬁﬁ’ﬁﬁWfW*
COB 233 [/ ,f,',)//:-"’ {//
COB 231 ?Mf!’rﬁﬁ@}" f/;ff,«;ffﬂ,«;%‘f
COB 239 @il /’ s
COB 232 [
AL Wé’ // -
L
20 4

Cur 27200 i
0

0 60 80 100

Figure 39: Inhibition de la formation des fibres d'’Ap40in vitro.
Les résultats sont exprimés en % d'inhibition déotanation des fibres amyloides par rapport a uragtillon

contrdle sans molécules d'intérét. Les COB sontemisolution a 10uM. AL: acide lipoique, Cur: curgne.
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Les dérivés de proflavine évalués présentent deaciés d'inhibition de formation des fibres
amyloides allant de 51 a 74% a 10 uM (Figure 38aynP ceux-ci, le composé COB 239
présente le taux d'inhibition le plus fort. La aurdne et l'acide lipoique, utilisés en tant
gu'inhibiteurs de référence présentent des pr@srigthibitrices importantes avec des taux
d'inhibition respectifs de 84% et 69% a 10 uM. bacamine exerce une activité inhibitrice
plus importante que tous les dérivés évalués. #mahe, le composé COB 239 présente des
capacités d'inhibition plus élevées que l'acideitjpe (74% contre 69%). L'ajout de la base
Troger ou de la partie lipoique sur le composé lavafe initial n'apporte pas de bénéfice
supplémentaire (55 a 65% d'inhibition environ). Geax éléments, la base Troger et la partie
lipoique, évalués seuls sans proflavine s'averé@menincapables d'inhiber la formation des
fibres d'A340in vitro. Enfin, en ce qui concerne le pouvoir de déstsddiibn des COB sur des

fibres amyloides déja formées, aucun composé C@Biéwn'a eu d'effet désagrégant.

1.2.Liaison des COB sur coupes de cerveau de souris
La capacité des COB a se lier aux dépéssnyloides a été évaluée sur coupes de cerveau de
souris 3XTgAD et sur coupes de cerveau issuesua@dmopathologie humaine. Les résultats

sont indiqués sur la figure 40 et le tableau 12.
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Figure 40: Liaison des dérivés proflavines sur coupes de ceae de souris

Exemples de photographies de coupes de cerveaauds BT (1) et 3XTgAD (A a H) aprés bindirgy vivo des
différents dérivés de proflavine. Les composés GDR thioflavine fluorescent en vert. Les noyaeHludaires
sont marqués en bleu. Les COB sont utilisés a aneentration de 100 puM et la thioflavine & 390 |IMdus les
clichés sont réalisés dans la région hippocampigu€OB 231; B: COB 234.; C: COB 239; D: COB252; E:
COB 253; F: IMPY; G: Thioflavine S; H: condition mwble: Souris 3xTgAD sans liaison; |: conditiomtdle:
COB231 sur souris WT.

Tous les dérivés de proflavine évalués présenteatfixation importante sur les coupes de
cerveau de souris 3XTgAD. Les marquages obtenus tgprgues de la morphologie des
plagues amyloides et leur distribution est corrdi@enaniere significative avec la distribution
des PA mise en évidence par marquage a la thio#aSi(Figure 40). Les COB 231 et 231

présentent les meilleurs résultats. La thioflavinet le IMPY fluorescent sont utilisés en tant
gue contréles positifs pour le marquage de plaques COB 231 et COB 231, se montrent

plus efficaces que le IMPY pour la détection des P&thioflavine S présente de meilleurs

résultats que les COB a des concentrations idesgifftigure 40).
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Nous n'avons pas pu mettre en évidence de marqlesgeépots amyloides sur les coupes de
tissus humains de patients atteints de la MA dd'aies dérivés de proflavine (données non
présentées). Les coupes de cerveau humain a ngpasiion présentaient pourtant bien des

dépots amyloides mis en évidence par marquagéhaflavine S.

Composé évalué Coupes de souris 3XTgAD Coupes hemai

COB 231 ++ -

COB 234im ++ -
COB 232 + -
COB 233 + -
COB 234 N -
COB 239 + -
COB 252 + -
COB 253 + -

IMPY + -
Thioflavine +++ F++

Tableau 12 :Récapitulatif des résultats de liaison des COB swgoupes de cerveau

Huit composés COB ont été évalués. lls détectart tes PA sur coupes de tissu cérébral de souTigAR.
COB 231 et COB 234, sont les composés qui ont les meilleurs résul@sitrairement a la thioflavine S, les
COB ne permettent de mettre en les PA sur les sodip¢issus humains.
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1.3. Evaluation biologique des COB vivo
Les résultats de I'évaluation biologique des G®®@vo sont indiqués dans la figure 41.

Figure 41: Coupes de cerveau de souris transgéniques apres adistration des COB in vivo.

Exemples de photographies de coupes de cerveaauds ¥T (F) et 3XTgAD (A & E). Les clichés soraligés
dans la région hippocampique (A, B, C) ou au nivéauroisieme ventricule (D, E, F). A: COB 231; OB
23Lim; C: Marquage a la thioflavinpost mortem sur coupes de cerveau; D: COB 231; E: conditiamtréde:

Souris 3XTgAD non injectée; F: condition contr@euris contréle WT injectée avec COB 231.

Les résultats mettent en évidence de nombreusgsigdaamyloides marquées en vert au
niveau de I'hippocampe (Figure 41 A, B, C). Le ailgrbservé est bien spécifique des régions
riches en PA mises en évidence par marquage aoldatlne S sur des souris 3xTgAD du
méme age. On ne note pas de signal aspécifiquetersldes dépots amyloides hormis dans
les régions péri-ventriculaires (Figure 41-D). Carguage visible dans les régions péri-
ventriculaires indique une diffusion importante desmposés entre le liquide céphalo-
rachidien et le tissu cérébral. Les souris 3xTgA&yant pas été injectées avec les composés
d'intérét ne présentent pas de signal fluorescemt(kFigure 41-E). Les souris contrdles ayant
été injectées avec les molécules d'intérét ne pr&sepas de signal fluorescent vert dans
I'hippocampe. En revanche, chez ces souris, onngbségalement un marquage péri-
ventriculaire signe d'une diffusion du produit ente liquide céphalo-rachidien et le tissu

cérébral (Figure 41-F).
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1.4.Expériences réalisées en culture cellulaire
Les résultats des expériences de cultures cebbglamnt présentés sur la figure 42.

) Cytoplasme
Noyaux cellulaires ) o ] o ) o
Signal d'intérét (Immunohistochimie Fusion des trois images
(DAPI)
NeuN)

COB

CcOB
2314im

IMPY

Contr6le
Sans
incubation

Figure 42: Exemple de photos de cultures cellulaires de neurem aprés incubation avec COB 231, COB 23] ou
IMPY
Les clichés sont réalisés aprés incubation de CAB 0B 23}, ou de IMPY dans le milieu de culture primaire de

neurones issus de souris Wild-Type.

Les propriétés des COm vitro ont été évaluées sur des cultures primaires deones de
souris WT ou transgéniques 3xTgAD et sur des aestute neuroblastomes (Figures 42 et
43). Aprés incubation des composés COB 231, COB;x81 IMPY pendant 6 ou 24 heures
la fluorescence verte est détectée grace a un sempe a fluorescence. Une contre-coloration
est effectuée pour mettre en évidence les noydinaiees (signal en bleu) (Figure 42).

Dans toutes les conditions évaluées, le signaleenissu des composeés testés est clairement
mis en évidence a lintérieur des cellules. Ce oegg vert, observé dans l'espace
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intracellulaire, n'est pas retrouvé dans les adlufui n'ont pas été incubées avec les
molécules d'intérét. Les signaux vert et bleu &exdt mutuellement, signe que les composés
ne pénetrent pas dans le noyau des cellules. Uloeation du cytoplasme par immuno-

histochimie a été réalisée sur certains échansill@ette coloration (en rouge sur la figure 42)
est bien co-localisée avec le signal vert. Ceséuifftes observations attestent de la
pénétration des COB 231, COB 23let IMPY dans les neurones en cultures et de leur

localisation cytoplasmique.

] Signal d'intérét ) .
Noyaux cellulaires (DAPI) Fusion des deux images
(COB 231)

Culture de neurones
issus de souris
3xTgAD
Culture de neurones
issus de lignées
tumorales
(neuroblastome)

Figure 43: Exemples de photos de cellules en culture aprés uimation avec COB 231.

Culture de neurones

issus de souris WT

Condition controle:
sans incubation de
COB 231

Les noyaux cellulaires sont visualisés en bleuegggaan marquage au DAPI. Le signal en fluoresceade
indique la présence des composés d'intérét. Lelsédiprésentés ont été réalisés apres incubatiG®8e231

pendant 6 heures dans le milieu de culture desnesr

129



Travail expérimental — Partie 11l: Développementeiveaux radiotraceurs — COB

Il n'y a pas de différence d'intensité du signatestes cellules provenant de souris WT ou
3XTgAD (Figure 43). Le fait que les cellules praovient de la lignée transgénique n'induit
donc pas de modification de la pénétration des cségp dans les conditions testées. Les
résultats concernant les lignées cellulaires deadastomes humains sont identiques a ceux
mis en évidence pour les cultures de cellules rearin

A conditions équivalentes, les trois composés @mlprésentent des résultats similaires
(Figure 42).

Différents parametres ont également été mesurémedin toxicité des composeés, l'influence
de la durée d'incubation ou encore l'influence alecentrations croissantes de composés sur
les cellules en culture. La durée d'incubation floén pas de maniere significative sur
I'intensité du signal (évaluée entre 6 et 24 hedfiegubation). L'utilisation de différentes
concentrations de COB 231, COB 23let IMPY n'a pas permis de mettre en évidence de
variations dans lintensité du signal mesuré. Lecité des molécules sur les cultures
cellulaires, évaluée de facon qualitative, estliregée. Aucune différence notable n'a pu étre

mise en évidence concernant le nombre de cellllssreées.

C. Discussion
Les COB sont des aminoacridines naturellement désmentes ayant la capacité d'interagir
avec les fibres d'amyloid@svitro. L'ajout d'analogues de base Tréger ou d'acidédgie sur
une aminoacridine initiale a permis de synthétisar ensemble de 8 composés. Ces
modifications ont été réalisées dans le but d'amgendinteraction avec les fibres amyloides.
L'acide lipoidique est un antioxydant décrit comimkibiteur de la formation des fibres
amyloides (Ono 2006), et les analogues de baseeiTpigsentent une forme concave qui leur
permettrait d'interagir avec les boucles forméesigm feuilletsp des fibres amyloides. La
capacité des différents composés synthétisés henka formation des fibres amyloides
vitro varie de 54 a 74%. Comparés a deux composés éeméé (la curcumine et l'acide
lipoique), les COB présentent des propriétés giobaht plus faibles (entre 50 et 65%
d'inhibition pour la plupart des COB, contre 700&@pour les références). Seul le COB 239
présente de meilleurs résultats que l'acide lipi(#% contre 69% respectivement). La
curcumine reste le meilleur inhibiteur de formataes fibres par rapport a tous les composés
évalués. L'acide lipoique et la curcumine peuvetgadréger des fibres amyloides déja
forméesin vitro (Ono 2006). Le fait que les COB puissent inhilzefdrmation des fibrem
vitro montre clairement qu'il existe une forme d'intéoac entre les COB et les peptides
d'AB40in vitro.
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L'incubation de nos composés avec des fibres adedoil'40 préformées n'induit pas de
désagrégation des structures existantes. Dans deditions d'évaluation proches, la
curcurmine et I'acide lipoique peuvent désagrégmractivement jusqu'a 90 et 60% des fibres
amyloides préformés. L'absence de telles propridéest cependant pas nécessairement un
probleme si I'on considéere que ces composés dosernir de moyen de détection des dépbts
amyloides. Dans cette optique, I'absence de towdification de la quantité de dépodts
amyloides par le traceur permettra de réaliserxamen plus précis et sans conséquence sur
le tissu étudié.

L'ajout d'analogues de base Troger et d'acidequmiur I'aminoacridine initiale ne permet
pas d'augmenter les propriétés d'inhibition de &iom des fibres. Utilisés seuls, sans
aminoacridine, ces analogues ne présentent aueyaeit® d'inhibition indiquant clairement

I'importance de la partie aminoacridine dans cegssus.

La toxicité et la capacité des COB a pénétrem&élieur des neurones ont été évaluées sur
des cultures de neuroblastomes et des culturesipeisnde neurones issus de souris WT ou
3XTgAD. Etant donné que le COB 231 et le COBg3présentaient les meilleurs résultats
pour l'imagerie des PA, nous avons décidé de sfaliette évaluation avec ces deux
composés uniquement. Comme pour les études préesdenIMPY fluorescent a été utilisé
en tant que référence. Les COB ne présentent paidéé prononcée que ce soit apres 6 ou
24 heures d'incubation sur cultures cellulaireselgrones. Au contraire, il semble méme que
les composés utilisés aient stimulé ou protégé&ddisles en culture dans la condition a 24
heures par rapport aux contrbles sans incubatierré€ultat reste cependant a confirmer sur
un nombre plus important d'expériences. De la mi@&gan, il n'y a pas d'effet de dose sur la
toxicité cellulaire dans la gamme de concentrat@veduées (1 a 100 uM). Le COB 231 et le
COB 23Lm pénétrent a l'intérieur des neurones en cultues.domposés se retrouvent dans
le cytoplasme des cellules. Il n'y a pas d'effetldse ni de temps sur la pénétration cellulaire
des COB. Le IMPY présente des résultats identiquesux décrits pour les COB. L'étude de
la pénétration des COB sur cultures d'astrocytegmresours et permettra de déterminer si
cette internalisation est spécifique d'un typeutaite particulier. Le mécanisme d'entrée de

ces composés a l'intérieur des neurones resteecaciablir.

Afin de poursuivre la caractérisation des COB, nawusns évalué leur capacité a se lier aux
dépots amyloides sur des coupes de tissu cérébrsbutis. Les COB se fixent en quantité

importante dans les régions cérébrales richesaques amyloides (hippocampe et amygdale
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notamment). L'observation de ces régions a plusgimssissement indiqgue un marquage de
dépobts extracellulaires visuellement trés simika@eceux mis en évidence par un marquage a
la thioflavine. De plus, en lI'absence de PA (ctzegduris WT ou dans la région du cervelet
chez les souris 3XTgAD par exemple), aucun sigh@iréscent provenant des COB n'a été
observé. Le marquage des PA a l'aide d'un mardgiisanescent de référence des PA, le
IMPY, utilisé dans les mémes conditions, est supgaple avec le marquage des COB. Ces
résultats indiguent que les COB se lient de fag@tifique aux lésionB-amyloides. Tous les
COB évalués présentent des marquages de bonneggjudds PA et globalement assez
proches. Cependant, deux composés ont démontréifleurs résultats que les autres pour
I'imagerie fluorescente des PA: le COB 231 et 1eBCEZBLin. L'analyse qualitative des
coupes de cerveau de souris 3XTgAD indique en effetignal Iégérement plus intense et un
nombre plus élevé de dépbts amyloides marquésgasudeux molécules. L'incubation des
COB sur coupes de tissu cérébral humain n'a pasipele mettre en évidence de marquage
des PA. Une différence entre les PA murines et lmesaou une différence dans le protocole
de conservation des tissus cérébraux pourraibdtoeigine de I'absence de fixation des COB.
Le marquage des PA par la thioflavine S est pltenge que celui des COB. Cependant, la
thioflavine ne peut étre utilisée vivo car elle ne franchit pas la BHE. L'administratibe
COB 231 et COB 23, a des souris 3xTgAD montre que ces composés smatbtes de
franchir la BHE. De plus, les COB conservent lquispriétés de marquage des BAvivo.
Comme précédemment avec les expériences de liaigoooupes, le signal fluorescent vert
issu des COB est présent dans les régions richeBAemt la morphologie des dépbts
extracellulaires marqués est conforme a l'origimglaide de ces Iésion#n vivo, les COB
sont également retrouvés en grande quantité damédens périventriculaires chez les souris
3XTgAD et WT, ce qui indiqgue une diffusion de cesnposés entre le liquide céphalo-
rachidien et le tissu cérébral environnant.

Ces résultats sont comparables a ceux décrits pam&oet al. concernant une amino-
acridine (BF-108) utilisée en tant que traceur BAs(Suemoto 2004). BF-108 et les COB
marquent les dépots extracellulaires de peptidelcidey chez la souris transgénique par
liaison sur coupes de tissu mais égalementivo quatre heures apres administration des
composés. Contrairement a BF-108, les COB sonifgpérs des PA seules et non des DNF.
Contrairement a la thioflavine S, les COB ne petemttpas de détecter les PA sur coupes de
tissu cérébral humain. Cette absence de signatgbatre due a une méthode de fixation non
adaptée du tissu. En effet, suivant la méthodeotsearvation du tissu (tissu congelé, tissu

fixé dans le paraformaldhéhyde, tissu paraffinési possible que l'acces a la cible ou que la
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conformation de la cible elle-méme soit modifiédimite la reconnaissance du traceur avec
sa cible. Nous avons évalué différentes technigleefixation tissulaire jusqu'a présent sans
plus de succes. Il est possible que le traceur @@8se reconnaitre les PA sur tissu humain
aprés un marquage radioactif. C'est par exemplasedu IMPY. Non marqué, le IMPY
fluorescent ne permet pas de mettre en évidendeAesur coupes de cerveau humain mais
fonctionne trés bien sur coupes de cerveau dess8xfigAD. Une fois radiomarqué, 1&3-
IMPY est capable de mettre en évidence la présgaé®A dans le cerveau de patients atteints
de la MA (Kung 2004a). La possibilité de voir |e®©B détecter les PA sur le tissu humain
reste donc a explorer.

Le radiomarquage des COB pourra étre envisage @mteyme notamment afin de résoudre
le probleme de détection des PA dans le tissu hunma compétitivité du marché des
traceurs des PA est cependant tres importantes moaiveaux radiotraceurs des PA devraient
étre disponibles prochainement (voir revue bibkgdrie chapitre C.3.2.2.1.1, page 63).
L'avenir des COB en tant que radiotraceur clinidjge COB est donc limité. Cependant, ce
traceur reste tout a fait adapté a une utilisghiour les études pré-cliniques notamment grace
a la possibilité de réaliser de l'imagerie fluoerde et de I'imagerie nucléaire. De plus, la
possibilité d'utiliser ces composés en tant quetewecpour des molécules d'intérét
thérapeutique visant les PA sera a prendre enaénasion.

D. Conclusion

Les COB ont montré une bonne capacité d'interaeti@ct les fibres amyloides que ce soit
vitro en solution ouin vivo dans le tissu cérébral de souris 3XTgAD. La tée&iae ces
composes sur culture cellulaire est nulle et notens montré leur capacité a pénétrer a
I'intérieur des neurones en culture et a s'accunadiales le cytoplasme. Enfin, la détection des
PA en microscopie de fluorescence sur coupes deaerde souris 3XTgAD ayant recues une
injection de COB a été validée. La détection de®its amyloides sur coupes de tissu humain
reste & démontrer et sera potentiellement misaraeiete par un marquage radioactif. Compte
tenu de la forte compétitivité sur le marché dedioteaceurs des PA en clinique, les
perspectives de ces molécules sont essentiellamamies vers la recherche pré-clinique et la

vectorisation de molécules a destination des PA.
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[11. Evaluation biologique d'un ligand de la protéine Tai : A93

Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) reptése I'une des deux principales Iésions
caractéristiques de la MA. Leur distribution etrl@inétique d'apparition dans le cerveau
correspondent aux symptomes cliniques de la MA'ekiste pas aujourd’'hui de radiotraceur
efficace des DNIn vivo. Le développement d'un tel radiotraceur est négesafin de mieux

appréhender les aspects dynamiques relatifs &&sems$. C'est pourquoi nous avons initié le
développement d'un peptide radiomarqué (A93) pdameie suivi des DNHRn vivo en

imagerie nucléaire. A93 est une séquence peptididgie7 acides aminés destinée a
reconnaitre et a se fixer sur les dégénérescereafibrillaires. La synthése de cette
molécule est réalisée par I'équipe du Dr Juliarci@atu Département de Chimie Moléculaire
(DCM) dirigé par le Pr Pascal Dumy. Pour des rassde confidentialite, la séquence et le
mécanisme possible d'interaction de A93 avec led- Dié seront pas décrits dans ce

manuscrit.

A. Matériels et méthodes
1. Radiochimie
1.1.Principe de la complexation histidine-cceur tricayde
Le protocole de radiomarquage utilisé pour le maggudes deux vecteurs, C6 et C3, fait
intervenir un complexe€®™Tc-tricarbonyle (Figure 44). Il s'agit d'un petionsplexe-Tc
capable de se complexer a un grand nombre de Bg&rebs études ont démontré la capacité
de ce coeur tricarbonyle a lier les résidus hisédilans les protéines et les peptides. Il a
eégalement été montré que I'histidine est le meillgand et que sa position en N-terminal est
la plus favorable pour le radiomarquage. L’histedipeut étre incorporée dans des peptides
obtenus par synthése afin de faciliter le radiomagg avec le caeur Tc-tricarbonyl&{c-
(H,0)3(CO)J+). Le kit Isolink” (Mallinckrot, St Louis, MO) est utilisé pour larfoation de
ce coeur Tc-tricarbonyle. Ce précurseur échangatemapidement ses molécules d’eau avec
une grande variété de ligands donneurs, notamnieistidine. Les sites potentiels de
coordination du®™Tc sont I'azote présent dans le cycle de I'imidazéé groupement amine
en N-terminal et également le groupement NH am@édiaison peptidique (Figure 44). La
pureté radiochimique est déterminée par radio-Chtographie Liquide Haute Performance
(CLHP).
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O
H Figure 44: Principe de radiomarquage via le complexe tricarbople
<\ | N-R Complexation du résidu histidine par le complexebonyle technétié
N7 HN / ["Tc(H,0)s(CO)]+; préparation a partir du kit Isolifik
T, (Mallinckrodt).

1.2. Protocole de radiomarquage
Le marquage s’effectue en 2 étapes :
- dans une premiere étape, le précurseur tricatbast préparé. Pour cela, on ajoute au kit
commercial Isolink (Mallinckrodt) entre 2200 et 3700 MBq (60-100 m@&iyn éluat frais de
pertechnétate de sodium issu d’'un génératdo/**™Tc. Le volume final est de 1 ml. La
solution est chauffée & 95°C pendant 20 minutes darbloc chauffant. Le chélaté™([Tc-
(H20)3(CO)]+) formé est stable. La solution trés basiquenesttralisée a pH 7-8 a l'aide
d’une solution d’acide chlorhydrique (1N, 130 pl).
- dans une seconde étape, on ajoute le liganddigypdi. || se produit une réaction d’échange
de ligands. Il y a substitution entre les molécu&sau du synthon et les atomes donneurs
(azote du ligand peptidique). Les conditions dectiéa telles que durée, température, pH,
activité spécifiqgue, et concentration du peptidevelat étre déterminées pour chaque
molécule étudiée. Aussi, 518 - 666 MBq de précurf€liTc (COX(H,0)s]+ sont ajoutés a
100 pg de produit. Aprés avoir ajusté le volumalfia 600 pl, le mélange est incubé a 70°C
pendant 20 min pour le peptide linéaire (A93). Aprefroidissement, la pureté radiochimique
(PRC) est déterminée par radio-CLHP en utilisaet cmionne C18.

1.3.Analyse de la pureté radiochimique
La pureté radiochimique (PRC) des différentes mdé&cmarquées est analysée par CLHP en
phase inverse équipée d'un radiodétectgtRAM Model 4, LabLogic). Chaque traceur est
élué sur une colonne de silice grefféee C18 (RP4tBrbsorb, Supelco, 250 mm x 4,6 mm, 5
um). Un gradient d’élution est constitué par 2 égtaaA et B, a un débit de 1 ml/min. L’éluant
A est de 'eau contenant 0,1% de TFA (acide trifbamétique) et I'éluant B est un mélange
aceétonitrile-eau (90 : 10 ; v/v) contenant 0,1%T#&A. Le gradient d’élution commence avec
5% B (95% A) de 0 a 5 min, suivi par une augmeaiatinéaire du pourcentage de B pour

atteindre 80% a 20 minutes. Le systeme retourneanditions initiales en 10 minutes.
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1.4. Analyse de la stabilité du peptide ABBvivo chez la souris
Pour les études de stabilité vivo, le traceur technétié est injecté aux souris atyag aux

différents temps choisis (5, 10, 45 minutes) pofetion en prélevant le sang (Figure 45).

@, wvvo
"";eé'\'? N
Traceur injecté

e . )
a la souris

H

Sang total
~_
Cellules plasma
sanguines

Filtre 30 kDa

-

>30 kDa < 30 kDa
Fraction liée aux Fraction libre
protéines plasmatiques HPLC

Figure 45: Protocole pour I'analyse de stabilité de A93 danlsang de souris

Une premiere centrifugation 3 minutes a 3000 g peae séparer le plasma (surnageant) des
globules rouges. L’activité est mesurée dans chémution afin d’évaluer la proportion de
traceur liée aux cellules sanguines.

Le surnageant (plasma) est ensuite déposé sur emebrane filtrante (NanoSep 30K
omégaV Pall Life sciences) et rapidement centrifugé 1Butés a 13 000 rpm afin d’éliminer
les protéines d'un poids moléculaire supérieur &[38. L'activité est a nouveau mesuréee
dans chaque fraction afin d’évaluer la proportian tchceur circulant et de déterminer la
fixation du traceur aux différentes protéines plasques. En effet, I'activité restante sur le
filtre correspond a la fraction liée aux différentgrotéines plasmatiques supérieures a 30
kDa. L’'activité mesurée dans le filtrat corresp@nid fraction libre.

La stabilité du traceur est alors appréciée enyaaat le filtrat par radio-CLHP dans les

conditions habituelles.
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2. Evaluation de la liaison de A93 sur coupes de @rve
2.1.Préparation des coupes
Des coupes de souris 3XTgAD et WT sont préeparéles $e méme protocole que décrit

précédemment dans la partie 1.1.A.3.1, page 90.

2.2.Incubation
Les coupes sont réhydratées 5 minutes dans undeaiampon Tris 0,05M. Les molécules
sont diluées a la concentration souhaitée dansmpadn Tris puis sont mises directement a
incuber sur les coupes de cerveau durant une hieesecoupes sont ensuite rincées (tampon
Tris; 3x5min) avant d'étre fixées grace a une iatiobh dans une solution de PAF a 4%.
Apres rincage (NaCl 0,9%), 1es coupes sont seatgaacees sur un film radiosensible pour

l'autoradiographie.

2.3. Autoradiographie et analyse des images
Apres incubation avec les solutions de moléculdfaatives, les coupes sont séchées puis
placées au contact d'un film radiosensible. L'as®let la quantification des images

autoradiographiques sont réalisées de la méme fagodans la partie 11.1.A.3.2, page 90.

3. Imageriein vivo
3.1.Protocole expérimental pour I'évaluation de A98ivo
Le protocole expérimental permettant d'évalueolamortement de A9 vivo chez la souris
est présenté sur la figure 46.

0 5 35 40

Injection A93
Imagerie TEMP

Fin acquisition

Anesthésie Euthanasie

Biodistribution par prélévement d’organe

Autoradiographie sur coupes

Figure 46: Protocole expérimentalin vivo pour A93

L'échelle de temps est exprimée en minutes.
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Les radiotraceurs sont injectés dans l'une dessdatérales de la queue. Les animaux sont
anesthésiés pour la durée de limagerie par iojeciintrapéritonéale d’'une solution de
kétamine (50 mg/kg) / xylasine (10 mg/kg) en rapRéd et 1/3 a raison de 1 ml/kg.

3.2. Acquisition des images
Le suivi des composés radioactifs A93 est réaliséusey-caméra deédiée au petit animal
(NanoSPECT-CT, Bioscan). Dans ce cas, les acausittomographiques en TEMP sont
réalisées a l'aide du logiciel Nucline. Une acquisien tomographie rayon X est effectuée

grace au scanner rayon X couplé a la caméra TEMP.

3.3.Analyse des images TEMP et quantification
La reconstruction, I'analyse et la quantificatias dmages scintigraphiques tomographiques
sont assurées par le logiciel "In Vivo Scope”. desnées sont exprimées en MBg/voxels et

corrigées de la décroissance radioactive.

4. Analysespost-mortem
4.1. Autoradiographie sur coupes de cerveauivo
A lissue de l'acquisition des imagesvivo, les animaux sont euthanasiés par inhalation de
CO, et des coupes de cerveau de 20 um d'épaisseurésdistes dans le plan transverse
comme décrit préecédemment (Partie 11.1.A.3.1, p@@) Le protocole pour l'autoradiographie

est identique a celui décrit précédemment (Pdrtid 3.2, page 90).

4.2.Biodistribution par prélévement d'organes
Pour réaliser la biodistribution des composés ARS3,protocole décrit dans la partie
I1.1.A.3.2 (page 102) a été utilisé. Les composémlués étant radiomarqués H0iTc, la
fenétre énergétique utilisé pour le comptgua été modifié a 100-168 KeV et les valeurs

obtenues ont été corrigées de la décroissanceacinlie du radiotraceur.
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B. Résultats
1.1.Radiochimie du composé A93

Les profils CLHP avant radiomarquage, apres radiqnege et aprés administration du
composeé chez I'animal sont indiqués sur la figute 4
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Figure 47: Analyse de la pureté du radiomarquage et de la stdiié de A93in vivo
Exemples de profils chromatographiques obtenus &h avant radiomarquage (A), immédiatement aprés

radiomarquage (B), 6 heures aprés radiomarquagelddigquide de marquage (C) et dans le plasmabdgss45
minutes aprés administration du radiotraceur dntiah(D).

Le profil CLHP obtenu par détection UV indique deeproduit issu de la synthése est pur
(Figure 47-A). Le radiomarquage est réalisé avecpureté radiochimique (PRC) supérieure
a 95% (Figure 47-B). Le protocole utilisé permetbtenir 1 molécule d’A93 marquée pour
2172 + 34 molécules totales. Six heures aprés rageguwlans la solution de radiomarquage,
le composé est stable. Le profii CLHP est trés lpeoce celui obtenu juste apres
radiomarquage et la PRC est toujours supérieur&% @igure 47-C). 45 minutes apres
I'administration du composé chez la souris, I'ahiesaeuthanasié et la stabilité du traceur est
évaluée dans le plasma sanguin. Le profil CLHP neonhe dégradation notable du traceur
puisqu'il ne représente plus que 68% de l'actiiéitectée. Plusieurs produits de dégradation

sont retrouvés avec notamment un composé qui 3% de l'activité détectée (Figure
47-D).
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1.2.Analyse de la fixation de A93 aux €léments sanguins

E Globules 7////% Protéines - Fraction libre

rouges plasmatiques
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Figure 48: Liaison de A93 avec les éléments présents dans leng 45 minutes aprés injection du
radiotraceur

Quantification des quantités relatives de A93 lilore lié aux protéines plasmatiques, aux globulemyes,

effectuée 45 minutes p.i.. Les résultats sont exgsien pourcentage de l'activité sanguine tota®/condition.

La proportion de traceur libre et de traceur lig protéines plasmatiques est équivalente a 45
minutes p.i. (37 et 40% de l'activité sanguineléotsour la fraction liée aux protéines et la
fraction libre respectivement) (Figure 48). La qiiténd'activité relative aux globules rouges

est plus limitée (23%).

1.3.Imageriein vivo de la distribution cérébrale de A93
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Figure 49: Quantification de l'imagerie TEMP in vivo dans le cerveau de souris aprés administration
de A93
A: Quantification de l'activité cérébrale pendasg BO minutes d'acquisition. B: Quantification @etlvité cérébrale
au cours du temps pendant l'acquisition TEMP. W&étest ainsi mesurée toutes les 3 minutes esepndes.

L'activité est exprimée en MBg/voxels. n=4/groupe.
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La quantification des images TEMP ne fait appagaitrcune différence significative entre les
deux groupes de souris WT et 3XTgAD agées de 1Bradls, que ce soit en sommant toute
l'activité mesurée au cours de l'acquisition deages (Figure 49-A), point par point aux

différents temps disponibles (Figure 49-B), ou ea@n comparant la variance des cinétiques

d'accumulation des composésivo (Figure 49-B).

1.4.lmagerie autoradiographiqpest mortem sur coupes de cerveau
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Figure 50: Quantification de 'autoradiographie des coupes deerveau de souris apres injection de A93
Le prélevement du cerveau est réalisé 30 minutessapjection du radiotraceur. La quantification effectuée
sur I'ensemble des coupes recueillies. L'activite exprimée en pourcentage de l'activité mesurés da

cervelet. n=2/groupe.

Les résultats de l'autoradiographie indiqués suiglare 50 ne montrent pas de différence
significative entre les deux groupes d'animauxctivéé relevée sur le film radiosensible est
tres faible ce qui rend les quantifications débsatA cause de cette faible activité, il est
difficile de réaliser des zones d'intérét de fapo@écise sur certaines régions du cerveau en
particulier. L'analyse a donc été réalisée surséerble des coupes disponibles lissant les

différences potentielles entre les différentes gone
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1.5.Liaison de A93 sur coupes de cerveau de souris
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Figure 51: Quantification de l'autoradiographie apres liaisonde A93 sur des coupes de cerveau
Les résultats sont exprimés en pourcentage dévitéanesurée dans le cervelet. A: Quantificatienl'dctivité sur
I'ensemble de la surface des coupes de cervedudhtification réalisée de maniére localisée swoltex frontal,

le striatum et I'hippocampe. n=2/groupe.

La quantification des images autoradiographiquegpearenet pas de mettre en évidence de
différence significative entre les deux groupesnidi@aux (Figure 51). Lorsque la
guantification est réalisée de maniére localiséaigeau du cortex frontal, du striatum, de
I'hippocampe et du cervelet, il semble qu'une dtéaptus élevée de radiotraceur se fixe sur
les coupes de cerveau de souris 3XTgAD dans lexcfmbntal et le striatum (Figure 51-B).
Ces différences ne sont cependant pas statistiquesignificatives. Contrairement a ce qui
était attendu, il n'y a pas de différence de fomiilu radiotraceur dans I'hippocampe entre les
souris WT et 3XTgAD agées de 18 a 23 mois. Cesrxques ont été réalisées avec un
nombre restreint d'animaux et devront étre ren@egl notamment afin de clarifier les

résultats obtenus au niveau du cortex frontal ettdatum.
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1.6. Biodistribution par prélevement d'organes
Les résultats de la biodistribution de A93 chezskagris 3xTgAD et contrbles sont présentés

sur la figure 52.
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Figure 52: Biodistribution par prélevement d'organes chez la guris aprés administration de

A93
Le préléevement d'organes est réalisé 40 minutegsajpjection du radiotraceur. L'activité est exmgamen
pourcentage de la dose injectée par gramme deftisun=4 WT et n=3 3xTgAD. * p<0,05 vs WT.

L'élimination de A93 est assurée de maniere égennalpar les voies hépatobiliaire et rénale.
A93 est significativement présent en plus grandantté dans le sang et dans le cceur des
souris 3XTgAD agées de 18 a 23 mois (p=0,049 etOg0respectivement). La distribution

du traceur est similaire entre les deux groupenird@ux dans tous les autres organes

considérés.

C. Discussion
A93 est un peptide linéaire de 7 acides aminés méaag technétium 99m destiné a cibler les
protéines Tau agrégeées. La formule du peptidesétiie peut étre décrite dans ce manuscrit
pour des raisons de confidentialité mais sa séguan&té sélectionnée pour reconnaitre les
agrégats de protéines Tau déja formés. Nous avans dn premier temps réalisé le

radiomarquage de cette séquence peptidique afoaeoir étudier ses performances sur des
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coupes de cerveau et chez la soumisivo. Le radiomarquage de A93 est réalisé avec une
bonne pureté radiochimique (supérieure a 95%) edtistable dans le temps. La stabilité du
composeé dans le temps apres I'administrationvo est jugée relativement faible avec 32%
de produits de dégradation dans le plasma 45 nsirafees I'administration du radiotraceur.
La biodisponibilité de A93 dans l'organisme desrisogsst jugée satisfaisante puisque pres de
40% de la quantité de radiotraceur injectée espueée sous forme libre dans le plasma, 45
minutes apres avoir été administre.

L'imagerie TEMPIn vivo ne permet pas d'établir de différence signifi@tdntre les deux
groupes d'animaux sur l'ensemble du temps d'atiquisie la radioactivité. De la méme
facon, ces résultats montrent qu'il n'y a pas fférdnce significative en terme de cinétique
d'accumulation du composé dans le cerveau desssgaxiFgAD et controles agées de 18 a 23
mois. L'imagerie autoradiographigee vivo sur coupes de cerveau réalisée apres l'injection
des radiotraceurs aux animaux, ne révele pas déralite significative entre les souris
3XTgAD et contrbles. Les résultats de l'imagerieMFEet de l'autoradiographiex vivo
indiquent également que le produit pénétre trebldaient dans le tissu cérébral. La
biodisponibilité cérébrale du traceur devra étreemi@inée précisément dans une étude
ultérieure.

L'imagerie autoradiographique vitro, réalisée sur des coupes de cerveau sur lesquellss n
avons réalisé une liaison de A93, indique que A9Besen quantité plus élevée sur les coupes
issues des animaux controles que des animaux 3xT@&Drésultat va a l'inverse de celui
attendu puisque A93 est censé se lier aux agrégafsotéine Tau présents chez les souris
3XTgAD. Les raisons de cette inversion ne sontgre®re comprises, cependant on observe
une fixation différentielle notable qui pourraitrpeettre a terme de distinguer les deux
groupes d'animaux. Ce résultat devra étre confpanda suite.

La mise en évidence de résultats significatifitro mais pasn vivo indiquent que A93 ne
peut étre administré en I'état a I'animal. D'autvgmeriences avec différents peptides nous ont
conforté dans l'idée que les peptides administeédssdans l'organisme sont rapidement
dégradés et ont une faible capacité a passer fig¢iganématoencéphalique. Nous avons donc
conclu qu'il fallait développer une stratégie detggsation des peptides pour leur permettre

de passer la barriére hématoencéphalique.
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D. Conclusion

La progression des dégénérescences neurofibrillaise tres bien corrélée a la progression
des symptbmes lors du développement de la MA. Autd actuelle, il n'existe pas de
méthode efficace pour réaliser le suivi de cesofésichez les patients atteints de cette
pathologie. Notre objectif est de développer unatagiceur des DNF qui permettra l'imagerie
dynamique de cet aspect de la MA. L'utilisation peptides en tant qu'outils de
reconnaissance des protéines Tau agrégées est yenm rafficace, spécifique et polyvalent
pour cette étude. Différents peptides ont été @esluors de ce travail de thése. A93 est I'un
de ces composés. L'activité de reconnaissance sienokcules est limitéan vivo par le
probleme du passage de la barriere hématoencépbalRgur atteindre notre objectif et suivre
les Iésions neurofibrillairegn vivo, il nous faudra utiliser un vecteur permettantfdiee

pénétrer ces peptides dans le tissu cérébral.
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V. Evaluation biologique de vecteurs de peptides : G& C3

Face au probléme du passage des peptides a tlawensiere hématoencéphalique, rencontré
lors de I'étude de A93, nous avons développé danfapnjointe un vecteur permettant de
transporter des séquences peptidiques dans I'srganiers le tissu cérébral. Ce véhicule peut
porter jusqu'a 3 "fonctions" différentes: deux mledude reconnaissance de cible (séquences
peptidiques par exemples) et un module de déte¢itmme radioactif ou fluorophore). Pour
des raisons de confidentialité, les séquences egsws étudiés ne seront pas décrites dans
ce manuscrit. Nous avons évalué le comportemembdigue de deux composés C3 et C6,
qui different uniguement par le nombre de carbanedes composent. La configuration de
C6 et C3 offre de nombreux avantages: il est ptessie complexer plusieurs séquences de
reconnaissance pour augmenter l'affinité et la iBpge du traceur pour les DNF, le
radiomarquage se fait toujours sur la méme posiierqui devrait le rendre plus aisé a
réaliser et enfin, des données récentes de laalit® nous laissent a penser que cette
molécule peut passer la barriere hématoencéphaldues avons évalué la capacité de C3 et
C6 a passer seuls dans le tissu céréloraivo chez la souris WT puis 3XTgAD afin de
l'utiliser en tant que vecteur de séquences de nrmegssance des protéines Tau

hyperphosphorylées.

A. Matériels et méthodes
1. Radiochimie
1.1.Radiomarquage

Le protocole de radiomarquage de C6 et C3 est peesigntique a celui mis en ceuvre pour
le radiomarquage de A93. Seules les températules durées d'incubation du mélange cceur
tricarbonyle technétié / composé a marquer sontifdtedPour C6, le mélange est incubé a
60°C pendant 30 minutes. Pour C3, le mélange estbén a 80°C pendant 15 minutes.

L'analyse de la pureté radiochimique est effectagame décrit dans la partie IlL.1I1.A.1.3,

page 135.

1.2.Analyse de la stabilité de C6 et @Bvivo chez la souris
Pour les études de stabilité vivo, le traceur technétié (C6 ou C3) est injecté awis et
analysé aux différents temps choisis (5, 10, 45utes) post-injection en prélevant le sang.
Le protocole décrit précédemment pour A93 ne pietwdilisé pour ces composés. En effet,

C6 et C3 sont retenues sur la membrane filtran@n¢iSep oméga” Pall Life sciences)
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gu’elle soit de 30 kDa ou 10 kDa. La précipitataes protéines peut se faire par différentes
techniques. L'une des plus usuelles est la prétimit par I'acide trichloroacétique (TCA).
Cette approche consiste a mettre la solution margnéprésence de TCA, laisser quelques
minutes et ensuite centrifuger 2 minutes a 3000wy pien séparer les protéines précipitées
du surnageant contenant le traceur technétié.

La stabilité du traceur est alors appréciée enyaaat le filtrat par radio-CLHP dans les

conditions habituelles.

2. Protocole expérimental pour I'évaluation de C6 &trGrivo
Le protocole expérimental permettant d'évaluerimmortement de C6 et GB vivo chez la

souris est présenté sur la figure 53.

Anesthésie
Injection des vecteurs Imagerie TEMP Fin de I'acquisition
In vive 0 24
Ex vivo 0 5 10 45
Injection des vecteurs |
Euthanasie

Biodistribution par prélévement d’organes
Autoradiographie sur coupes

Figure 53: Protocole expérimentalin vivo pour C6 et C3

L'échelle de temps est exprimée en minutes.

Les radiotraceurs sont injectés dans I'une dessdatérales de la queue. Les animaux sont
anesthésiés pour la durée de limagerie par iojectntrapéritonéale d’'une solution de
kétamine (50 mg/kg) / xylasine (10 mg/kg) en rapRéd et 1/3 a raison de 1 ml/kg.
L'acquisition, lI'analyse des images et la quarifon sont réalisées comme décrit dans la
partie 11.111.A.3, page 137.

3. Analysespost-mortem

L'autoradiographie sur coupes de cerveauivo ainsi que la biodistribution par prélévement
d'organes sont effectuées comme lors de I'évalud8oA93 (Partie Ill.111.A.4, page 138).
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B. Résultats

1.1.Radiochimie des vecteurs C6 et C3
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Figure 54: Analyse de la pureté du radiomarquage et de la stdlté de C6 et C3in vivo

Exemples de profils chromatographiques obtenus ®haWant radiomarquage (A, E), immédiatement apres
radiomarquage (B,F), 6 heures aprés radiomarquage ld liquide de marquage (C, G) et dans le pladgrsouris

45 minutes aprés administration du radiotracetardrhal (D, H). Les profils relatifs a C6 corresgent aux figures

A, B, C, D et ceux relatifs a C3 correspondent &gures E, F, G, H. Tr: Temps de rétention ; PRRureté
radiochimique.
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Les profils CLHP obtenus par détection UV indiquguaé les composés C6 et C3 issus de la
synthése ne présentent pas d'impureté ou de corsposgdaire pouvant nuire a la qualité du
radiomarquage (Figure 54 A et E). La pureté radiofue (PRC) est supérieure a 95% pour
les deux composeés (Figure 54 B et F). Le protodeleadiomarquage mis en ceuvre permet
d'obtenir 1 molécule marquée pour 3743 * 388 mddsciotales pour C6 et 1 molécule
marquée pour 3762 + 513 molécules totales pourl@8.deux composés sont stables 6
heures aprés marquage, dans la solution de radijoge. Les profils CLHP sont tres
proches de ceux obtenus juste apres radiomarquage PRC sont toujours supérieures a
95% (Figure 54 C et G). 45 minutes aprés l'adnratisin du composé chez la souris, I'animal
est sacrifié et la stabilité des traceurs est @ellans le plasma sanguin et dans l'urine. Le
profil obtenu pour C6 indique une PRC encore coakkn apres passage chez l'animal
(Figure 54-D). En revanche, le profil de C3 estuoeap moins bon avec disparition presque
totale du pic correspondant au traceur d'intér@ufe 54-H). Ce résultat est cependant a
vérifier compte tenu des analyses de stabilitéisé&ad a 10 minutes post-injection qui
indiquait une stabilité plus proche de celle obéeravec C6 (données non présentées). Les
analyses de stabilité dans l'urine a 10 et 45 reghaprés injection des composés (données
non présentées) indiquent que de nombreux prodaidégradation sont présents dans cette
voie d'élimination avec globalement 35% de compa#@sts a 10 minutes et moins de 20%,

45 minutes apres I'administration a lI'animal.
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1.2. Analyse de la répartition des radiotraceurs dassaieg

[ | Globules Protéines Bl Faoction libre
rouges plasmatiques

80 &8 C3

60 [

30 [

Quantité d'activité (en %)

5 10 45 : 5 10
Temps aprées injection (min.)

Figure 55: Répartition des radiotraceurs dans le sang
Analyse de la fixation des deux composés technétidsles globules rouges, les protéines plasmaticqie
mesure de la quantité de traceur libre dans lemaEases résultats sont exprimés en pourcentag&actévité

totale mesurée dans le sang.

C6 et C3 se lient fortement aux protéines retrosdens le plasma notamment aux temps
courts (Figure 55). Cet effet est visible jusqu&a Minutes post-injection (p.i.). Aux trois
temps étudiés, C3 est associée de maniéere plustampmaux protéines plasmatiques que C6.
La proportion de traceur libre est relativemenbl@ia 5 et 10 minutes p.i. (12% et 8% a
5minutes p.i. pour C6 et C3 respectivement). Laprion de traceur libre s'éleve par la suite
a 32 et 33% de l'activité sanguine pour C6 et Gpaetivement 45 minutes apres l'injection
des traceurs chez I'animal. La quantité relativerameurs liés aux globules rouges reste stable

au cours du temps (en moyenne 32 et 23% pour C8 etspectivement).
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1.3. Evaluation chez la souris Wild-type
1.3.1.Biodistribution de C6 et C3

La figure 56 présente les résultats de la biothistion par prélevement d'organes de C6 et C3.
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Figure 56: Biodistribution par préléevement d'organes aprés adrmistration de C6 et C3
L'activité est exprimée en pourcentage de la dogetée par gramme de tissu (%DI/g). n=3 par teetigsar

organe * p<0,05 vs C3.
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Les deux composés sont éliminés préférentiellerpantla voie hépatobiliaire comme en

témoignent les fortes activités dans le foie etitgsstins, lieu de déversement de la bile
(Figure 56). Ces activités décroissent graduelléraencours du temps. L'activité est moins
importante dans le foie et les reins pour C3 quex@dus les temps étudiés. Cette différence
est significative a 10 minutes p.i. dans le foieaeb minutes p.i. dans les reins. Cette
différence pourrait montrer une élimination plustée du composé C3. Cette observation
semble étre supportée par la plus haute activit€lelans le sang par rapport a C6. Cette
activité plus importante dans le sang est bienét&er avec les résultats indiqués dans le
paragraphe précédent (1.2) qui montrent une asgotiplus importante de C3 avec les

globules rouges. L'activité dans la paroi de l'@sto est plus élevée pour C3 que pour C6
signifiant une plus grande quantité de technétiiome Ipour C3. Ces observations viennent
encore une fois souligner les résultats de stélalii montrent une altération plus importante

et plus rapide de G vivo (paragraphe précédent 1.1).

1.3.2.Imagerie TEMHAnN vivo de la distribution cérébrale de C6 et C3
Les résultats de la quantification des images igcaghiques pour I'évaluation de C6 et C3

chez la souris WT sont indiqués sur la figure 57.
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Figure 57: Activité de C3 et C6 dans le cerveau mesurée en igerie TEMP
L'acquisition de la radioactivité est réalisée dea245 minutes aprés l'injection de C3 ou C6. Langjfication
est réalisée en tracant une zone d'intérét swgelieble du cerveau a l'aide de I'image au scanngérpour C6 et

n=2 pour C3. L'activité est exprimée en nanocysasgramme de tissu (nCi/g).
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Nous n'avons relevé aucune zone d'intérét potktieht plus active que d'autres lors de
l'analyse des images; cependant, la sensibilitééigmde la caméra TEMP, combinée a une
activité relativement restreinte dans le cerveayemnet pas d'affirmer qu'il n'y a pas de
différence d'activité régionale. La quantificatida l'activité indique une tendance vers une
pénétration plus importante de C3 dans le cerveasduris par rapport a C6 (Figure 57). Le
rapport C3/C6 est de 1,60. Ce résultat reste arowef du fait du faible nombre d'animaux

évalués en imagerie.

1.3.3.Quantification de l'activité dans le cerveau pa@igrement de tissu
La quantité de C6 et C3 présente dans le cerveaautess WT est évaluée par préléevement du
cerveau et comptage de l'activité au compteures résultats de cette quantification sont

présentés sur la figure 58.
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Figure 58: Activité de C3 et C6 dans le cerveau apres prélévemt de tissu cérébral
L'activité est mesurée au compteu5, 10 et 45 minutes aprés administration de CB8C8u L'activité est

exprimée en pourcentage de la dose injectée pamgeade tissu (%DI/g). * p<0,05 vs C6.

L'activité mesurée par prélévement tissulaire peeedéterminer la quantité de traceur dans
I'ensemble du cerveau sans distinction de régldastivité dans le cerveau des souris décroit
continuellement au cours du temps de 5 a 45 miniiigsire 58). Cette quantification fait

apparaitre une activité plus forte dans les cewweausouris apres injection de C3 par rapport
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a C6. Cette tendance est forte a 5 et 10 minutesepsignificative & 45 minutes p.i.
(p=0,027). Les rapports C3/C6 passent de 1,36(aehe 5 minutes p.i. et 45 minutes p.i..

1.3.4.Autoradiographie sur coupes de cerveau de souris
Les valeurs relevées en imagerie et en biodistabytar prélevement d'organes ont orienté
nos efforts vers I'étude plus approfondie de Cawutoradiographie a ainsi été réalisée

uniquement avec C3 (Figure 59).
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Figure 59: Autoradiographie des coupes de cerveau de sourisr@s administration de C3

A: Exemples d'images autoradiographiques de cerdeaouris WT, 5, 10 et 45 minutes aprés admitisirae
C3. B: Quantification des images autoradiographsqies cerveaux de souris WT injectées avec C3tiitac
est exprimée en nanocuries par millimetre carréigie de la dose injectée (nCi/mmz/Dl). n=3/tempsF:

cortex frontal; Hp: hippocampe, Min: minutes. + gB®vs 5 min, # p<0,05 vs 10 min.
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Les images autoradiographiques obtenues a dif2tenips apres l'injection de C3 attestent
du passage de ce composé a travers la barrieredeimoéphalique et de sa diffusion dans le
tissu cérébral (Figure 59-A). A la vue de ces insaglene semble pas y avoir de différence
régionale de distribution du traceur dans le canamsouris. Les espaces ventriculaires sont
fortement actifs signe d'une forte présence dwteatieur dans le liquide céphalo-rachidien.
La quantification de ces images met en évidengadél de distribution aspécifique de C3
(Figure 59-B). Ce profil n'est pas étonnant étaming que la molécule ne posséde pas les
séquences de ciblage de la protéine Tau. Les aésuidiquent une augmentation de I'activité
de 5 a 10 minutes dans les différentes structwasi€es. Cette augmentation est significative
dans le striatum. De 10 a 45 minutes, l'activithidue dans ces mémes régions. Cette

diminution est significative dans le striatum,phocampe et le cervelet.

1.4.Distribution de C3 dans le cerveau de souris 3XTgAD
Les résultats obtenus avec la molécule C3 nougpomssé a déterminer si cette molécule
avait les mémes capacités de passage de la banéenato-encéphalique chez la souris
3XTgAD.

1.4.1.Activité de C3 dans le cerveau
L'évaluation de la quantité de C3 présente daeerecau de souris 3XTgAD et contrbles est
réalisée par prélevement du cerveau des animagemreptage de l'activité au compteyr
(Figure 60).
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Figure 60: Quantification de l'activité dans le cerveau de sais WT et 3XxTgAD 5 minutes apres

administration de C3
Le prélevement du cerveau est réalisé 5 minutessdldnjection de C3 chez des souris contrdles WA3] et

3XTgAD (n=3). L'activité est mesurée au compteutes résultats sont exprimés en pourcentage doda

injectée par gramme de tissu cérébral (%DI/g).

Cing minutes apres l'injection du radiotraceuctiaté cérébrale est identique chez les souris

WT et les souris 3XTgAD (Figure 60).

1.4.2.Autoradiographie des coupes de cerveau aprés astraiion de C3
L'évaluation de la pénétration de C3 dans le ti€sabral des souris 3XTgAD et contrdles est
également effectuée par autoradiographie de codpeserveau de souris ayant recu une

injection de C3 (Figure 61).
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Figure 61: Autoradiographie de coupes de cerveau de souris #jtées avec C3

Le prélevement des cerveaux est effectué 5 minapeds injection du radiotraceur. A: exemples d'iesag
autoradiographiques de coupes transversales deaterde souris WT (coupes entieres de 8um) et 3xTgAD
(hémicoupes de 20um). B: quantification des imaggsradiographiques exprimée en nanocuries panmatile
carré corrigée de la dose injectée (nCi/mm?#/DIB.rexF: cortex frontal; Hp: hippocampe.

La quantification des images autoradiographiqueperenet pas de mettre en évidence de
différence significative entre les animaux WT efT§RAD (Figure 61-B). Chez les deux
groupes d'animaux, la distribution du radiotracearsemble pas spécifique, cependant de
multiples "points chauds" sont observables surdegpes de tissus issues des animaux
transgéniques (Figure 61-A). Ces points chaudsone gas présents sur les coupes de tissu
issues d'animaux contréles et pourraient corregeaides microlésions vasculaires. Dans les
deux groupes d'animaux, les espaces ventriculsimgsfortement radioactifs.
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C. Discussion

L'utilisation de peptides ou de molécules orgarsqgoeur I'imagerie de la protéine Tau dans
la MA permet d'obtenir des traceurs tres spéciqde la cible souhaitée et de moduler
facilement les séquences pour atteindre des cimdeges. Cette stratégie est cependant
fortement limitée par la faible pénétration de ocesmposés a travers la barriere
hématoencéphalique. Ce constat ayant été fait iexpétalement dans notre laboratoire lors
de l'utilisation de différents peptides, nous avalesidé de développer un vecteur qui
permettrait aux radiotraceurs de passer plus faeid la barriere hématoencéphalique et
donc de permettre la reconnaissance de leur cible.

Notre choix s'est porté sur des molécules "fonciadisables” sur lesquelles il est possible de
greffer a la fois des séquences de reconnaissamicenaodule de détection comme un isotope
radioactif pour permettre leur suivi vivo. Ces composés nous serviront alors de vecteurs ou
de chassis moléculaires pour véhiculer les molécdiatérét vers leur cible: les DNF. Lors
de notre étude, nous avons étudié deux vecteunse lcomporte des chaines latérales
composees de six carbones (C6), l'autre de troimoas (C3). La diminution de la taille des
chaines latérales sur C3 doit permettre de linféer mobilité et ainsi limiter des interactions
non désirées entre les deux chaines latéralesogtgirpnt les séquences de reconnaissance.
Dans un premier temps nous avons étudié les vectseuls, sans séquences de
reconnaissance afin d'évaluer leur capacité imguns a passer la barriere
hématoencéphalique.

Le radiomarquage de C3 et C6 a été mis au poimileEté au sein du laboratoire. Les deux
composeés sont stables dans la solution de radiarageget dans le plasma jusqu'a 10 minutes
apres injection des radiotraceurs chez la soufise<t stablén vivo jusqu'a 45 minutes post-
injection chez I'animal. C6 est plus stabevivo que C3 comme en témoignent les profils
CLHP réalisés dans le plasma 45 minutes aprégimjeet les fortes activités relevées dans
I'estomac lors des études de biodistribution pélepement de tissus pour C3. En effet, si du
technétium libre est libéré suite a une dégradatemcomposeés injectés, la paroi de I'estomac
le capte et présente une activité plus élevéeiniitition des deux composés chez la souris
se fait essentiellement par la voie hépatobiliaire.

Apres prélévement du cerveau et comptage de lt#ct@érébrale 45 minutes apres l'injection
des radiotraceurs, C3 se trouve en quantité sogiifiement plus élevée dans le tissu cérébral
que C6 (p=0,027). Dans ces conditions, le rapp@tC€ est de 2,20. Une expérience

préliminaire sur un faible nombre d'animaux a éaisée en imagerie TEMP afin d'étudier le
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comportement des radiotraceursvivo. Cette expérience présente des résultats proahes d
ceux trouvés en prélevemepast-mortem (C3/C6=1,60), mais ils ne sont pas statistiguement
significatifs en raison de l'effectif limité. De unelles expériences sont prévues afin de mieux
caractériser la cinétique de ces deux radiotraceuwvo en imagerie TEMP et d'évaluer
quelle est la période d'étude la plus adaptée goacun. L'imagerie autoradiographique sur
coupes de cerveau de souris ayant recu une injedgoradiotraceur montre une activité
homogene dans toutes les zones du cerveau aveCeCfesultat est tout a fait satisfaisant
puisqu'il indigue que le vecteur ne se fixe patueméme sur une cible cérébrale particuliere
et ne risque donc pas d'interférer avec les séggede reconnaissance qui lui seront
associées.

Ces résultats montrent clairement la capacité de ammposés a passer la barriere
hématoencéphalique chez la souris controle. Noassapar la suite voulu évaluer s'il existait
une différence de pénétration de C3 dans le ceresdre les animaux contrbles et les
animaux 3XTgAD. Un comportement similaire entre l@sux groupes de souris est
souhaitable pour pouvoir observer I'effet direct'd@ut de séquence de reconnaissance sans
biais d'interprétation du au vecteur. Nous avonsdyalué la quantité de C3 présente dans le
cerveau de souris contrdles et 3XxTgAD par un cogaptie la radioactivité dans le tissu apres
prélevemenpost-mortem et en autoradiographie sur coupes de cerveau. i@ingtes apres
I'administration des radiotraceurs, la quantitéC@eest équivalente dans les deux groupes de
souris. De nouvelles expériences doivent étreséedi a des temps plus long pour compléter
cette partie de I'étude.

Nous avons montré que les deux vecteurs étudiés capables de passer la barriere
hématoencéphalique et que leurs propriétés neemgquas d'interférer avec les molécules qui
porteront I'activité de reconnaissance de la ciblprésent, le couplage de ces vecteurs avec
des peptides comme A93 ou des molécules de synpleesetre réalisé. La mise au point du
radiomarquage et I'évaluation biologique de cesveltes entités seront réalisées a court
terme. La stabilité de ces radiotraceursivo, leur capacité de reconnaissance des protéines
Tau in vitro ainsi que leur capacité a passer la barriere leameéphalique et a cibler les

dégeénérescences neurofibrillairasvivo seront autant de parameétres essentiels a étudier.
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D. Conclusion
Les vecteurs de peptides, C6 et C3, radiomarqué¥'dic sont capables de passer la barriére

hématoencéphalique. C3 pénetre plus facilement l@atissu cérébral et ne présente pas de
distribution préférentielle pour une région céerébrdonnée. Sa distribution est également
identique entre souris WT et souris 3XTgAD agéeguialevrait limiter les artéfacts dus a ce
vecteur une fois que les séquences de reconnaisdara protéine Tau hyperphosphorylée y
seront jointes. L'association de ces vecteurs aNié&rentes séquences de reconnaissance
comme A93 est en cours de réalisation et ces complieront I'objet d'études biologiques

vivo trés prochainement.
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Conclusion générale

Bien que la maladie d'Alzheimer soit connue depliss d'un siécle, la prise en charge de
cette pathologie est aujourd’hui encore tres cajupk. Un manque de connaissances
fondamentales sur la physiopathologie ainsi queséace de traitement efficace limitent
fortement la prise en charge adaptée de la MA. is& B point d'outils d'imagerie permettant
de suivre les lésions moléculaires qui se dévelupge cours de la maladie permettrait, d'une
part de renforcer le diagnostic aujourd’hui magargment réalisé grace a lI'examen clinique,
et d'autre part de favoriser et de mieux évaluetéleloppement de nouvelles thérapies. De
plus, sur le plan fondamental, cet axe de rechepdimettrait de mieux comprendre les
relations temporelles entre les différentes lésicasctéristiques de la MA et d'ouvrir de
nouvelles voies de recherche. Parmi les différet@elsniques permettant de réaliser ce suivi,
I'imagerie nucléaire semble étre I'un des outsneeux adaptés. Cette technique permet de
suivre différentes cibles moléculaires ou processugsiologiques grace a l'utilisation de
radiotraceurs spécifiques. Elle est également peasive ce qui permet de réaliser un suivi au
cours du temps en ayant plusieurs points de meAulleeure actuelle, peu de radiotraceurs
ont montré une efficacité suffisante pour étre m@res comme outils diagnostiques. Dans ce
contexte, notre objectif est de développer de nauwe radiotraceurs des Iésions
caractéristiques de la MA afin de réaliser le sdiwiamiquen vivo de cette pathologie.

Dans un premier temps, nous avons validé un mahéteal de la MA: la souris transgénique
3XTgAD. La souris transgénique 3xTgAD développe &S et des DNF au cours du
vieillissement a partir de I'age de 12 mois. Ce @wast tout a fait adapté au développement
de radiotraceurs destinés a la détection de cestgipes de Iésions.

Par la suite, nous avons évalué le comportemefddigue de différents radiotraceurs deécrits
dans la littérature comme étant des radiotraceaita MA. Cette étude a permis de mettre en
évidence leur insuffisance pour détecter des nuadiins métaboliques ou des variations de
la charge cérébrale en amyloide dans ce modéeleahnim

Par ailleurs, nous avons initié le développemenldsieurs nouveaux traceurs et vecteurs de
traceurs potentiels pour la détection des lésianactéristiques de la MA: |€3S-calixarénes

et les COB pour le suivi des plaques amyloides3 Ainsi que deux vecteurs de peptides

pour le suivi des dégénérescences neurofibrillaires
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Les **S-calixarénes, étudiés pour leur capacité a se $ieles motifs présents dans les PA,
ont fait I'objet d'une premiere caractérisationzch@nimal. Leur toxicité relativement élevée
ainsi que leur faible capacité a pénétrer danis¢e térébral nous ont amené a considérer des
modifications chimiques dans le but d'augmentelidaphilie de ces composés et, ainsi,
permettre un meilleur passage de la barriere héeratéphalique.

Les composés COB ont la capacité d'interagir aa®fitbres d'amyloidds vitro. La présence

de plagues amyloides est mise en évidence en roagiesde fluorescence sur des coupes de
cerveau de souris 3XTgAD ayant été administrées aes composeés. De plus, les études
réalisées sur cultures cellulaires ont montré @seQOB peuvent pénétrer a l'intérieur des
neurones et s'accumuler dans le cytoplasme sansarde toxicité. L'avenir de ces composés
en tant que traceur des PA pour I'imagerie restéfiair, cependant leur potentiel en tant que
vecteur pour des molécules a visée thérapeutiguea@ssidérer avec attention.

Le choix d'un marqueur peptidique des DNF implifutlisation d'un vecteur permettant de
favoriser la pénétration des peptides dans le tigsébral. Les premiers résultats montrent
une bonne capacité de ces composés a atteindobjeetif. A court terme, la complexation
de peptide de détection des DNF avec ce vectearmee en ceuvre et I'évaluation de ce

nouveau radiotraceur sera réalisée sur le modedewtes 3xTgAD.

Au cours de ce travail de thése, toute la méthgielmécessaire au développement de
radiotraceurs spécifiques des lésions amyloideseetofibrillaires a été mise en place. Ce
travail ouvre des perspectives intéressantes pomunite au point de nouveaux traceurs

potentiels des Iésions caractéristiques de la neathdizheimer.
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Etudes biologiques de nouveaux radiotraceurs poufiinagerie moléculaire de la
maladie d’Alzheimer

Résumé :La maladie d'Alzheimer (MA) est une pathologie meiégénérative s'exprimant par des
troubles de la mémoire et un déclin cognitif évaluprogressivement vers un stade de démence
incurable. Elle représente la cause principaleydereme démentiel puisque l'on estime qu'elle est &
l'origine de plus de 70% des cas de démences. iDddaa prévalence élevée apres 60 ans, la MA
représente un probléme majeur de santé publique.

La MA se caractérise par la présence de deux tgeetésions cérébrales : les dégénérescences
neurofibrillaires (DNF) et les plaques amyloidegp€ndant, aucun consensus clair ne se dégage
concernant les relations qui lient les deux typeslabions. Leur présence ne peut étre mise en
évidence que par un exampost-mortem. La MA est par définition une pathologie évolutiveet
examen ne permet donc pas de caractériser de maudéqguate les processus dynamiques qui sous-
tendent cette pathologie.

La mise au point de techniques d'imagerie non imgagpermettant de réaliser un suivi longitudimal
vivo de ces Iésions s’avére déterminante dans la cowapsédn de la physiopathologie de la MA.

Les travaux effectués au cours de cette thése out pbjectif la mise au point de nouveaux
radiotraceurs des Iésions amyloides et neurofiinéls pour I'imagerie nucléaire. Cette approche se
distingue en trois parties. Dans un premier tempgas avons validé un modéle animal de la MA: les
souris transgéniques 3XxTgAD. Dans un second tenqass avons réalisé I'évaluation biologique de
différents radiotraceurs connus sur ce modéle dnitea@ ™ Tc-HMPAO, le'®F-FDG et le'*I-IMPY.
Enfin, nous avons initié le développement de plusi@ouveaux traceurs pour permettre le suivi de la
MA in vivo: les para-sulfonato-calixarénes qui présententaffieité intéressante pour les plagues
amyloides, les composés COB qui inhibent la foromates agrégats de peptides amyloidestro

ainsi qu'un peptide, A93, associé a un vecteur muirrait interagir avec les dégénérescences
neurofibrillaires.

Mots clés :Imagerie nucléaire, Dégénérescences neurofibaiaPlagues amyloides, souris 3XTgAD

Biological studies of new radiotracers for molecula imaging of Alzheimer’s
disease

Summary : Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerativehglagy showing cognitive and
memory disorders which progress toward an incurdelmential state. AD represents the principle
cause of the dementia syndrome and it is estintaggdAD is involved in 70% of dementia cases. AD
prevalence is high in the over 60 years old pomnafThis elevated prevalence is associated with an
increasing number of elderly people. AD is therefamajor public health concern.

AD is characterized by two types of specific ceatdesions: neurofibrillary tangles (NFT) and
amyloid plagues. However, there is no consensusi®tinks between these two types of lesions. To
date, their presence can only be evaluated by &npatem examination. AD being a progressive
pathology, this examination cannot be used to foligracterize the dynamic processes involved in
AD.

In this context, the development of non invasivaging techniques to monitor the lesions progression
in vivo could be determinant in AD pathophysiolagyderstanding.

Our objective is to develop new tracers of amylaidl neurofibrillary lesions for nuclear imaging.
The first part of this study was dedicated to tlaéidatation of an AD animal model: Transgenic
3XTgAD mice. The second part of this thesis focusesthe appreciatiation of the biological
comportement of several known radiotracers of ADtlis animal model. In the third part of this
work, we initiate the development of several neacérs of AD-specific lesions. The para-sulfonato-
calixarenes and the COB compounds for amyloid magdetection and a peptide named A93,
associated to a vector for the study of neurofdsiltangles.

Keywords :Nuclear imaging, Neurofibrillary tangles, Amyloataques, 3xTgAD mice



