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Résumé

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative qui se manifeste par 'apparition progressive
de troubles de la mémoire. Le nombre de personnes affectées par la maladie est en constante hausse, mais |l
n’existe pour l'instant aucun traitement curatif pour la MA. L’age avancé est le principal facteur de risque de la
MA et est associé a un déficit de thermorégulation. De précédentes études animales montrent d'ailleurs que
lhypothermie augmente la phosphorylation de la protéine tau, lun des principaux marqueurs
neuropathologiques de la MA. La souris triple transgénique (3xTg-AD), un modéle murin de la MA, présente
un déficit de thermorégulation qui s'installe progressivement avec le vieillissement et I'apparition de la
neuropathologie. Une exposition aigiie au froid aggrave I'hyperphosphorylation de tau dans le cerveau de ces
souris, tandis que les placer a une température thermoneutre (28°C) diminue leurs déficits de mémoire et leur
pathologie amyloide. Le tissu adipeux brun (TAB) est le principal siége de la thermogenése chez les
mammiféres. La stimulation de son activité, par des expositions au froid ou I'administration d’agonistes des
récepteurs B3 adrénergiques (RB3A), permet de diminuer les altérations métaboliques périphériques. Puisque
les maladies métaboliques sont des facteurs de risques importants pour la MA, et qu'un déficit de
thermorégulation semble aggraver la MA, nous avons émis I'hypothése que la stimulation du TAB pourrait étre

bénéfique pour la MA en corrigeant les déficits de thermorégulation et les troubles métaboliques.

L'objectif de cette thése était de déterminer si la stimulation de la thermogenése du TAB permettait de
diminuer la neuropathologie et les déficits comportementaux dans un modéle murin de la MA, la souris 3xTg-
AD.

Dans un premier temps, nous avons montré que I'dge avancé potentialisait la phosphorylation de tau induite
par une exposition aiglie au froid. Dans un second temps, nous avons montré que de courtes expositions
répétées au froid permettaient d’augmenter la capacité de thermogenése du TAB et de réduire l'intolérance au
glucose des souris 3xTg-AD &gées. Une meilleure thermorégulation conférait une protection contre la
phosphorylation de tau induite par une exposition aigiie au froid. De plus, nous avons observé une corrélation
négative entre les niveaux du facteur de croissance des fibroblastes 21 (FGF21) et la phosphorylation de tau
dans I'hippocampe, suggérant que cette hormone produite par le TAB est impliquée dans la neuroprotection
contre une exposition aigiie au froid. Finalement, nous avons investigué I'effet d'un agoniste des RB3A sur la
neuropathologie et la mémoire des souris 3xTg-AD &gées. Cette approche pharmacologique a permis
d’améliorer la tolérance au glucose et d’augmenter la thermogenése du TAB des souris 3xTg-AD et NonTg
agées de 16 mois. Le traitement a renversé le déficit de mémoire de reconnaissance et a diminué le ratio de
peptides AB42/AB40 insolubles dans I'hippocampe des souris transgéniques, sans moduler la phosphorylation

de la protéine tau.



Ces résultats montrent que les interventions visant & stimuler la thermogenése permettent de diminuer les
désordres métaboliques et d'altérer la neuropathologie et les déficits comportementaux de la MA dans un
modele murin. Ainsi, nos résultats mettent en lumiere la thermorégulation comme une nouvelle cible

thérapeutique et ouvrent la voie a de nouvelles stratégies pour cette maladie.



Abstract

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by a progressive loss of memory. The
number of people affected by the disease is constantly increasing, but there is currently no cure for AD. Aging,
the main risk factor for AD, is also associated with a thermoregulatory deficit. Previous animal studies have
shown that hypothermia increases the phosphorylation of the protein tau, one of the main neuropathological
markers of AD. The transgenic triple mouse (3xTg-AD), a mouse model of AD neuropathology, develops
thermoregulatory deficits along with the progression of the neuropathology. Acute cold exposure exacerbates
tau hyperphosphorylation in the brain of 3xTg-AD mice, while exposing them to a thermoneutral environment
(28°C) alleviates their memory deficits and amyloid pathology. Brown adipose tissue (BAT) is the main site of
thermogenesis in mammals. The stimulation of its activity, by cold exposures or the administration of B3
adrenergic receptor agonists (B3AR), has been shown to improve peripheral metabolic determinants. Since
metabolic diseases are important risk factors for AD, and thermoregulatory deficits may worsen AD, we
hypothesized that BAT stimulation could be beneficial in AD by correcting both thermoregulatory deficits and

metabolic disorders.

The aim of this thesis was to determine whether the stimulation of BAT thermogenesis reduces

neuropathology and behavioral deficits in a mouse model of AD, the 3xTg-AD mouse.

First, we showed that advanced age potentiates tau phosphorylation induced by acute cold exposure.
Secondly, we observed that repeated short cold exposures increased the thermogenesis capacity of BAT and
reduced glucose intolerance in aged 3xTg-AD mice. Better thermoregulation provided protection against tau
phosphorylation induced by an acute cold exposure. In addition, we reported a negative correlation between
fibroblast growth factor 21 (FGF21) levels and tau phosphorylation in the hippocampus, suggesting that this
BAT-secreted hormone is involved in neuroprotection against acute cold exposure. Finally, we investigated the
effect of a B3AR agonist on the neuropathology and memory of old 3xTg-AD mice. This pharmacological
approach improved glucose tolerance and increased BAT thermogenesis in 16-month-old 3xTg-AD and NonTg
mice. The treatment reversed the recognition memory deficiency and decreased the ratio of insoluble

Ap42/AB40 peptides in the hippocampus of transgenic mice, without modulating tau phosphorylation.

These results show that interventions aiming at stimulating thermogenesis can reduce metabolic disorders and
modulate neuropathology and behavioral deficits of AD in a mouse model. Thus, our results highlight

thermoregulation as a novel therapeutic target for this disease.
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aidé pour les immunohistochimies et les expérimentations additionnelles lors des révisions de l'article. J'ai
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linterprétation des résultats. Les Dr Emmanuel Planel et Sébastien Hébert ont participé a 'amélioration du
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Annexe 1 : Articles complétés, non inclus dans la thése

Tournissac, M, Vandal, M, Tremblay, C, Bourassa, P, Vancassel, S, Emond, V, Gangloff, A, Calon, F. Dietary
intake of branched-chain amino acids in a mouse model of Alzheimer's disease: Effects on survival, behavior,
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Introduction

1 La maladie d’Alzheimer

1.1 Définition, chiffres et symptémes

Le premier médecin & décrire la maladie d’Alzheimer (MA) est le neurologue allemand Dr Alois Alzheimer en
1906 (Alzheimer et al., 1995). Il étudia le cas d’Auguste Deter et analysa son cerveau au microscope a l'aide
de techniques d'imprégnation argentique. Ainsi, il fut également le premier & dessiner les deux principaux
marqueurs neuropathologiques de la maladie, soit les enchevétrements neurofibrillaires (ENF) et les plaques

séniles, sur lesquels les scientifiques s’appuient encore aujourd’hui pour diagnostiquer la maladie.

La MA est une maladie neurodégénérative qui affecte principalement les fonctions cognitives. Bien que les
symptdmes différent d’un sujet a l'autre, la MA est caractérisée par une perte trés progressive de ces facultés
(Lyketsos et al., 2011). La mémoire est la fonction principalement affectée dans la maladie, et plus
particuliérement la mémoire épisodique dans les premiers stades. En effet, les sujets ont de la difficulté a se
souvenir de ce qu'ils viennent de faire, tandis que les souvenirs plus lointains sont conservés. Par la suite, on
observe une perte de la mémoire spatiale, qui se caractérise par une désorientation (Alzheimer's association,
2018; Weintraub et al., 2012). Puis, progressivement, le langage et les fonctions exécutives (comme la
planification par exemple) sont touchés. Globalement, les symptdmes de la MA sont regroupés sous le terme
des 4A pour amnésie (perte de mémoire), aphasie (trouble du langage), apraxie (difficulté a exécuter des
gestes volontaires) et agnosie (trouble de la reconnaissance). Des troubles de 'humeur et de la personnalité
sont également trés fréquents, de méme que la dépression et des psychoses dans lesquels les sujets peuvent
étre particuliérement agités (Zahodne et al., 2015). Ces symptdmes ménent a une perte d’autonomie des
individus malades : il devient impossible pour eux de vivre seul. Finalement, il est estimé qu’un sénior sur trois

décéde avec la MA (Alzheimer's association, 2018).

La MA représente plus de 70% des cas de démence. Au Canada en 2016, il est estimé que plus de 700 000
Canadiens sont touchés par la démence (Société Alzheimer du Canada). Puisque la MA affecte
principalement les personnes agées, la prévalence de la démence augmente avec le vieillissement de la
population : elle devrait passer de 47 millions de personnes dans le monde en 2015 a 131 millions en 2050
(Winblad et al., 2016).



En plus d'affecter un trés grand nombre de séniors, le fardeau économique de la maladie est énorme. Les
colts associés a la MA sont estimés a 818 milliards de dollars a I'échelle mondiale (Wimo et al., 2016), et &
10,4 milliards de dollars au Canada seulement (Société Alzheimer du Canada). Ces chiffres sont en constante
augmentation et comprennent notamment les frais directs de santé, les frais d’hébergement et de soins de
longue durée. En outre, il est estimé que plus de 18,4 milliards d’heures de soins sont données par la famille

ou des personnes non rémunérées aux Etats-Unis (Alzheimer's association, 2018).

1.2 Diagnostic

1.2.1 Diagnostic clinique

Le diagnostic clinique de la MA est seulement « probable » et non définitif (Jack et al., 2018; Moore et al.,
2014; Petersen, 2018). En effet, le véritable diagnostic de la MA se fait aprés la mort des individus grace aux
marqueurs neuropathologiques caractéristiques de la maladie (décrits a la section 1.3). En clinique, le
diagnostic est basé principalement sur I'historique familial de la MA, des questions sur le quotidien de la
personne, ses antécédents médicaux et des tests cognitifs (Alzheimer's association, 2018; McKhann et al.,
2011; J. C. Morris et al., 2014). L'entourage du patient sera également consulté pour relever d’éventuelles
dysfonctions que le sujet n‘aurait pas mentionnées. L'imagerie par résonnance magnétique (IRM) peut
compléter le diagnostic afin d’observer une éventuelle atrophie cérébrale, ou d’exclure un accident vasculaire
cérébral (Frisoni et al., 2017; 2013; 2010). Ces différentes analyses permettent de distinguer les sujets
cognitivement sains ou atteints de trouble cognitif Iéger ou modéré de ceux atteints de démence de type

Alzheimer (Knopman et al., 2018b).

Les tests cognitifs les plus utilisés sont le MMSE (Mini-Mental State Examination), le test de I'horloge, ou
encore le MoCA (Montreal Cognitive Assessment). Le test de I'horloge consiste a demander au patient de
représenter I'heure sur un cadrant. Il est le plus rapide et permet d’apprécier des troubles exécutifs et visuo-
spaciaux, mais il ne permet pas de poser un diagnostic seul ; il doit &tre complété par un autre test (Shulman,
2000). Le MMSE est le test le plus utilisé en clinique. Il contient 30 questions et permet d’évaluer la mémoire,
I'attention, I'orientation spatio-temporelle et le langage en seulement 10 minutes (Arevalo-Rodriguez et al.,
2015). Il donne un score entre 0 et 30 ; un score en dessous de 24 signalant un trouble cognitif. Le MoCA
comprend 30 items et est quant a lui plus sensible pour diagnostiquer les cas de démence légére et permet

d’évaluer en plus les fonctions exécutives.



1.2.2 Diagnostic neuropathologique

Le diagnostic définitif de la MA est seulement donné lors de I'évaluation neuropathologique, c’est-a-dire aprés
la mort du sujet, grace a un marquage immunohistologique du cerveau (Montine et al., 2016; 2012).
Différentes échelles de diagnostic neuropathologique ont été développées selon les deux principaux

marqueurs de la maladie, que sont les plaques amyloides et les ENF (voir section 1.3) (Bennett et al., 2006).

L'échelle de Braak est 'une des plus utilisées. Elle permet de donner un score de | a VI, VI étant le niveau le
plus élevé d'ENF causés par 'agrégation de la protéine tau (H. Braak and E. Braak, 1991). Cette échelle est
basée sur I'observation des Dr Heiko et Eva Braak de la propagation spatio-temporelle des ENF a travers les
différentes zones du cerveau, du cortex entorhinal vers I'hippocampe et I'amygdale pour finir sur les zones
corticales dans les stades plus avancés de la MA (H. Braak et al., 2011). L’évolution de la pathologie selon les
scores de Braak est corrélée avec le développement des symptémes de démence (Nelson et al., 2012;
Tremblay et al., 2017).

Le CERAD pour Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease est quant & lui basé sur une
évaluation semi-quantitative des plaques neuritiques, c'est-a-dire des plaques amyloides entourées de
neurites dystrophiques (Mirra et al., 1991). Cette échelle permet de classer les sujets selon quatre stades :

définitif, probable, possible ou pas de MA en fonction du nombre de plaques séniles comptées.

Finalement, le NIA-Reagan a été introduit par le National Institute on Aging et est une combinaison des scores
de Braak et de CERAD. Il présente quatre niveaux de probabilité de MA : élevé, intermédiaire, faible et pas de
MA (“Consensus recommendations for the postmortem diagnosis of Alzheimer's disease. The National
Institute on Aging, and Reagan Institute Working Group on Diagnostic Criteria for the Neuropathological

Assessment of Alzheimer’s Disease.,” 1997; Jack et al., 2018; Knopman et al., 2018b; Montine et al., 2016).

1.2.3 Biomarqueurs

Une des plus grandes difficultés dans le domaine de la MA est I'impossibilité de poser un diagnostic précoce
fiable. Ainsi, différents biomarqueurs pour le diagnostic de la MA sont a I'étude (Frisoni et al., 2017; Jack et al.,
2018; Scheltens et al., 2016). Les mieux caractérisés et les plus utilisés dans les études cliniques sont les
niveaux de peptides Ap42 et de protéine tau, totale et phosphorylée, dans le liquide céphalo-rachidien

(LCR) des sujets (Blennow and Zetterberg, 2018). Plus la quantité de peptides est basse dans le LCR, plus



elle reflete un niveau élevé de celle-ci dans le parenchyme cérébral des individus (A. L. Young et al., 2014). La
diminution de peptides p-amyloides (AB) 42 dans le LCR serait le premier biomarqueur & apparaitre dans les
cas familiaux de MA. Selon une étude longitudinale, cette baisse est significative environ 25 ans avant I'age
attendu d’apparition des premiers symptdmes (Bateman et al., 2012). Une récente étude sur plus de 1000
participants a montré que la quantité plasmatique de peptides AB40 et Ap42 est également plus basse chez
les sujets atteints de la MA et de trouble cognitif Iéger comparativement aux sujets sains (Hanon et al., 2018).
De plus, les niveaux d’Ap42 dans le plasma sont corrélés avec les scores cognitifs des individus, suggérant
que le dosage plasmatique plutét que dans le LCR, qui nécessite une ponction lombaire, pourrait étre un

biomarqueur valide pour la MA et surtout moins invasif.

1.3 Neuropathologie

Les deux principaux marqueurs neuropathologiques de la MA sont les plaques séniles (ou plaques amyloides)
et les ENF. Ils sont connus depuis la description d’Alois Alzheimer en 1906 (Alzheimer et al., 1995). lls
constituent les éléments qui permettent de confirmer ou non le diagnostic clinique de la maladie et sont les
seuls qui permettent de réellement discriminer un cas de MA d'un autre type de démence. Méme si nous ne
savons toujours pas si ces marqueurs sont réellement la cause ou la conséquence de la pathologie, ils
apparaissent plusieurs années avant les premiers symptdémes et sont encore aujourd’hui les principales cibles

pour le développement de nouvelles thérapies.

1.3.1 Plaques amyloides

Un des marqueurs neuropathologiques principaux de la MA est la présence de plaques amyloides (Selkoe
and Hardy, 2016). Les plaques amyloides sont formées par I'agrégation des peptides Ap en plaque (Scheltens
et al., 2016). Ces peptides sont libérés par le clivage de la protéine amyloid precursor protein (APP), une
protéine transmembranaire jouant un réle dans la neurogenése et la fonction synaptique (Figure 1) (Kamenetz
etal., 2003; Tyan et al., 2012).
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Figure 1. Processus de clivage de la protéine précurseur de I'amyloide (APP).
Extrait de Querfurth et Laferla, 2010 (Querfurth and LaFerla, 2010).

Abréviations : AB : B-amyloid peptide; AICD : amyloid intracellular domain; APP : amyloid precursor protein;
BACE-1: B-secretase beta-site amyloid precursor protein-cleaving enzyme 1; C83: 83-residue carboxy-
terminal fragment; C99 : 99-residue carboxy-terminal fragment; GPI : glycophosphatidylinositol; sAPPa :

amyloid precursor protein ectodomain.

Il existe deux voies de clivage de I'APP : la voie non amyloidogénique et la voie amyloidogénique (Karran and
De Strooper, 2016; U. C. Miller et al., 2017). La premiére est réalisée par I'action successive de I'a-sécrétase,
libérant le peptide a-APP, puis de la y-sécrétase, clivant le peptide C-terminal (C83) transmembranaire pour
libérer le fragment p3 et AICD (amyloid precursor protein intracellular domain). La voie amyloidogénique
conduit quant a elle a la libération des peptides AB comme son nom l'indique. Cette deuxiéme voie est le
résultat du clivage d’APP par la B-sécrétase BACE-1 (pour beta-site amyloid precursor protein-cleaving 1) qui
libére a la fois le peptide soluble B-APP et le fragment C-terminal membranaire (C99) (Vassar et al., 1999). Ce
dernier est a son tour clivé par la y-sécrétase pour produire 'AICD et des peptides de 36 a 43 acides aminés,

dont les peptides Ap40 et AB42 qui sont majoritaires (Sisodia and St George-Hyslop, 2002).

Les peptides AB42 ont pour particularité d’étre hydrophobes et possédent la propriété de s’auto-agréger
(Jarrett et al., 1993). lls initient la création de plaques, dans lesquelles les peptides AB40 se retrouvent

également (lwatsubo et al., 1994). Il est estimé que les dépdts amyloides apparaissent 10 a 20 ans avant



I'apparition des symptomes de la MA (Bateman et al., 2012; Tanzi, 2012). Le ratio de production de peptides
Ap42/Ap40 est d’environ 10/90, mais ce ratio est augmenté dans la MA ainsi que dans les cas de MA
familiaux, c'est-a-dire chez les porteurs d’'une mutation génétique dans le géne APP ou la préséniline (PSEN),
la site catalytique de la y-sécrétase (voir section 1.4.1) (Tanzi, 2012). Dans le cas de la MA, il y aurait un
débalancement de I'activité des enzymes qui conduirait a la surproduction des peptides AB40 et AB42 (Selkoe
and Hardy, 2016). Ainsi, plusieurs inhibiteurs de BACE-1 ont été développés comme traitement pour la
maladie, sans succes pour le moment (Cummings et al., 2018; Vassar, 2014). Toutefois, I'hypothése de la
cascade amyloide est remise en questions depuis plusieurs années car certains réles protecteurs de ces
peptides ont été identifiés et I'accumulation des peptides amyloides seule ne suffit pas a causer la MA
(Carrillo-Mora et al., 2014; Skaper, 2012).

La majorité des études neuropathologiques ou animales se basent sur la quantité de plaques amyloides pour
établir un niveau plus ou moins important de pathologie. Toutefois, une hypothése selon laquelle les
oligoméres seraient plus toxiques que les plaques amyloides émerge depuis plusieurs années et est soutenue
par une littérature scientifique abondante (Esparza et al., 2013; Klein et al., 2001; Viola and Klein, 2015).
L’agrégation des peptides Ap42 présente plusieurs étapes au cours desquelles ceux-ci forment des
oligoméres de 2 a 6 peptides, puis des fibrilles, pour finalement former des feuillets plissés B qui constituent
les plaques amyloides (Kayed et al., 2009; Ono et al., 2009). Chez le rat, I'injection d’oligomeres d'Ap42
extraits de cerveaux de sujets décédés de la MA dans I'hippocampe perturbe la fonction synaptique et induit
des troubles de la mémoire (Shankar et al., 2008). D'autres études ont montré que 6 injections d’oligoméres
(de monoméres a tétraméres) d’Ap42 dans I'hippocampe suffisent & induire une perte neuronale et des
déficits cognitifs chez le rat (Brouillette et al., 2012; Sajadi et al., 2016). En effet, ces oligomeres perturberaient

la communication synaptique en s'intercalant au sein des fentes synaptiques (Brouillette, 2014).

Un autre mécanisme conduisant a I'accumulation de peptides amyloides dans la MA serait la diminution de
leur clairance du cerveau vers le sang. En effet, plusieurs études ont montré une diminution de I'expression du
transporteur LRP1 (low density lipoprotein receptor-related protein 1), qui participe a la clairance des peptides
du cerveau vers le sang, et a linverse une augmentation de RAGE (receptor for advanced glycation
endproducts) au niveau des cellules endothéliales de la barriére hémato-encéphalique (BHE) dans des
cerveaux de sujets décédés de la MA (Deane et al., 2004; Donahue et al., 2006; Miller et al., 2008; Wilhelmus
et al., 2007). Au niveau du LCR, les peptides AP peuvent étre transportés par la transthyrétine (ou
préalbumine), une protéine impliquée principalement dans le transport du rétinol et de la thyroxine qui se
trouve diminuée chez les patients atteints de la MA (Serot et al., 1997). Finalement, une baisse d’activité des
enzymes impliquées dans la dégradation d'Ap, IDE (insulin degrading enzyme) et neprilysin, contribuerait

également a la formation des plaques amyloides (Farris et al., 2003; Kanemitsu et al., 2003).



1.3.2 Enchevétrements neurofibrillaires

La protéine tau est présente au niveau des microtubules des cellules neuronales. Elle est produite & partir de
I'expression du géne MAPT pour microtubule-associated protein tau située sur le chromosome 17 (Buée et al.,
2000). Six isoformes différentes sont trouvées chez I'humain, variant de 352 & 441 acides aminés, se
distinguant entre elles principalement dans la présence de trois ou quatre domaines répétés dans la région C-

terminale de la protéine (Goedert et al., 1989; Kitamura et al., 2005).

Le principal réle de la protéine tau est de stabiliser les microtubules et de participer au transport axonal. La
protéine tau peut subir plusieurs modifications post-traductionnelles telles que la troncation, l'ubiquitination, la
glycosylation, I'acétylation ou encore la phosphorylation (M. Morris et al., 2015). Toutefois, la phosphorylation
résultant de I'action de différentes kinases et phosphatases est la modification principale que subit la protéine
tau: plus de 80 sites de phosphorylations sur la protéine sont connus (Martin et al., 2011). Cette
phosphorylation physiologique va modifier son degré d’attachement aux microtubules et ainsi contribuer a la
plasticitt neuronale. Toutefois, dans le cas de la MA et d'autres tauopathies, la protéine tau est
hyperphosphorylée, ce qui va conduire a son détachement des microtubules et son relargage au niveau
cytosolique (Figure 2) (Igbal et al., 2016). L'hyperphosphorylation de ces protéines tau « libres » va causer
leur modification de conformation tridimensionnelle et induire leur agrégation (Bretteville and Planel, 2008).
Les protéines tau hyperphosphorylées vont s'agréger en oligoméres puis former des ENF a l'intérieur des

neurones (Ren and Sahara, 2013).

Les principales kinases impliquées dans I'hyperphosphorylation pathologique de la protéine tau sont GSK3p,
AKT, MAPK, cdk5 et CaMKII. La kinase GSK3p en particulier est responsable de la phosphorylation de plus
de 30 sites sur la protéine tau, ce qui fait d’elle une kinase majeure pour la pathologie tau (Hooper 2008).
Ainsi, différents inhibiteurs pour cette kinase ont été testés dans des modéles murins de la MA, mais les effets
indésirables conséquents a l'inhibition de cette enzyme, impliquée dans de nombreuses voies de signalisation,
ont compromis le développement de ces thérapies dans la MA (Hooper et al., 2008; Kremer et al., 2011). AKT
peut également phosphoryler tau au niveau de la serine 214, mais son implication dans I'hyperphosphorylation
de tau réside principalement dans le fait qu'elle module I'activité de GSK3p (Gratuze et al., 2018; Griffin et al.,
2005). En effet, AKT phosphoryle GSK3p au niveau de la serine 9, ce qui résulte en l'inactivation de GSK3p.
Ainsi, une plus grande activité d’AKT est associée a une diminution de la phosphorylation de la protéine tau
via linactivation de GSK3B. Les phosphatases sont également impliquées dans la régulation de la
phosphorylation de tau. La PP2A est la principale phosphatase impliquée dans la régulation de tau; elle est

également capable de moduler I'activité de GSK3p (Torrent and Ferrer, 2012).
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Figure 2. Formation des enchevétrements neurofibrillaires.
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La protéine tau est associée aux microtubules par ses quatre domaines de répétition (R1 a R4). Son

hyperphosphorylation par l'activité de différentes kinases et phosphatases provoque son détachement des

microtubules, entrainant leur déstabilisation. Les protéines tau hyperphosphorylées vont s’agréger entre elles

pour former des filaments puis des ENF. Plus de 80 sites de phosphorylations ont été identifiés sur la protéine

tau. Les principales kinases impliquées dans cette hyperphosphorylation pathologique sont GSK3p,

MAPK, cdk5 et CaMKII.

AKT,




Extrait de Querfurth et Laferla, 2010 (Querfurth and LaFerla, 2010).

Abréviations : AKT : protéine kinase B; CaMKII : calcium—calmodulin protein kinase 2; cdk5 : cyclin-depen-
dent kinase; GSK3p : glycogen synthase kinase 3B; MAPK : mitogen-activated protein kinase; MARK :
microtubule affinity-regulating kinase; MBD : microtubule-binding domain; P : proline; p25 : cdk5 activator

subunit; PKA : protein kinase A; S: serine; T : threonine.

Il est important de noter que parmi tous les sites de phosphorylation présents sur la protéine tau, la plupart
sont considérés comme physiologiques, alors que d'autres sont considérés comme anormaux.
L’hyperphosphorylation de la protéine tau sur ses sites physiologiques et la phosphorylation des sites
anormaux sont impliqués dans 'agrégation de la protéine tau (M. Morris et al., 2011). Il est estimé que la
protéine tau posséde environ 3 groupements phosphates en condition physiologique, tandis que ce nombre
augmente jusqu'a huit fois en condition pathologique (Khatoon et al., 1994). De nombreuses études
neuropathologiques et in vitro ont permis de mettre en évidence les principaux sites de phosphorylation
impliqués dans I'agrégation de la protéine tau et la MA : Ser202, Thr205, Ser396, Serd22, Ser404, Ser262,
Thr212, Thr231, Thr181 (Alonso et al., 2010; Augustinack et al., 2002; Daly et al., 2000; Haase et al., 2004;
Martin et al., 2011).

L’hyperphosphorylation de la protéine tau, ainsi que la quantité de protéine tau insoluble (agrégée) et dENF
sont fortement corrélées au diagnostic clinique des sujets décédés de la MA, appuyant son réle dans le
développement de la maladie (Bennett et al., 2004; Tremblay et al., 2017; 2007). Des stratégies
thérapeutiques visant a diminuer la quantité de tau hyperphosphorylée ou sa capacité a s'agréger ont été
testées chez 'animal et I'humain, mais aucun de ces traitements n'a pour le moment été approuvé pour une
utilisation clinique (Asuni et al., 2007; Cummings et al., 2018; Kontsekova et al., 2014). Toutefois, nous ne
savons toujours pas avec certitude si la pathologie tau est une cause ou une conséquence de la MA. Il faut
noter que la présence d’ENF est fréquente dans le cerveau de personnes &gées cognitivement saines
(Bennett et al., 2006), et que ces agrégats sont retrouvés dans d’autres maladies neurodégénératives,
regroupées sous le terme de tauopathies, telle que la démence fronto-temporale, le syndrome de Down ou
encore la maladie de Pick (Buée et al., 2000; Sergeant et al., 2005). Les ENF ont récemment été retrouvés
dans la maladie de Huntington, une maladie neurodégénérative purement génétique (St-Amour et al., 2017).
Ces études indiquent que les ENF ne sont pas spécifiques a la MA, et suggérent que le phénomene

d’agrégation de la protéine tau pourrait étre une conséquence de la maladie plutét qu'une cause.



1.3.3 Pertes synaptiques

La synapse correspond a la zone ou deux neurones entrent en contact. Les pertes synaptiques sont connues
depuis longtemps dans la MA (Terry et al., 1991). En effet, la diminution de la quantité de protéines
synaptiques est tres claire dans le cerveau des sujet décédés de la MA, et apparait dés les stades précoces
de la maladie (Counts et al., 2014). Les déficits synaptiques quantifiés au niveau post-mortem corrélent de
facon robuste avec les déficits cognitifs des individus. Une étude a montré que les protéines pré-synaptiques
synaptophysine et syntaxine 3 étaient diminuées dans le cortex pariétal dés le stade de trouble cognitif Iéger,
et que les protéines pré-synaptiques synaptophysine et septin-3 corrélaient de fagon positive avec le score
cognitif global de I'ensemble des sujets déments et sains (Tremblay et al., 2017). Une autre étude a montré
que la quantité de SNAP-25 (Synaptosomal-associated protein 25) dans le cortex préfrontal était corrélée au
taux de déclin cogpnitif calculé sur les huit années avant la mort du sujet (Bereczki et al., 2016). Egalement, la
protéine drébrine est diminuée d’environ 25% dans le cortex des sujets atteints de la MA et son expression
corréle avec la pathologie tau ainsi que la durée des symptémes de la MA avant la mort des individus (Julien
et al., 2008). Finalement, quelques études cliniques ont observé des niveaux augmentés de protéines pré-
synaptiques (SNAP25) et post-synaptiques (neurogranine) dans le LCR dés les stades précoces de la MA,
suggérant que ces protéines pourraient étre des biomarqueurs pour la MA (Brinkmalm et al., 2014; Kvartsberg
et al., 2015). Toutefois, ces deux protéines ne sont pas spécifiques a la MA puisqu’elles sont également

augmentées dans le LCR des sujets atteints de Parkinson (Bereczki et al., 2017).

1.3.4 Atrophie cérébrale

La MA étant une maladie neurodégénérative, I'atrophie cérébrale causée par les pertes synaptiques puis une
mort neuronale apparait dans les stades précoces de la MA et fait partie intégrante du diagnostic comme
discuté plus haut. L'imagerie par résonance magnétique (IRM) permet de détecter ces changements
morphologiques (Frisoni et al., 2010). Il est possible de mesurer I'atrophie du cerveau entier, mais le cortex
entorhinal est la premiére région touchée, suivie de I'hippocampe et I'élargissement des ventricules puis le
cortex temporal, suivant ainsi I'évolution spatio-temporelle de la pathologie tau dans le cerveau (Thompson et
al., 2003).

Avec le vieillissement normal, une atrophie des régions corticales d’environ 10% est observée (Erten-Lyons et
al., 2013; Fotenos et al., 2005; Freeman et al., 2008). En revanche, dés le stade de trouble cognitif Iéger, la
perte neuronale dans le cortex entorhinal est de prés de 30% et corréle avec les troubles cognitifs des sujets

(M. C. Evans et al., 2010; Kordower et al., 2001). Plus frappant encore, une étude d'IRM a haute résolution sur
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prés de 400 sujets a montré que le taux d’atrophie cérébrale globale est de 0,45% par année chez un individu
sain, tandis qu'il double pour atteindre 0,98% pour les individus atteints de démence Iégére de type Alzheimer
(Pakkenberg et al., 2003). Une autre étude sur des données d'IRM de plus de 700 participants issues de
I'étude Alzheimer’'s Disease Neuroimaging Initiative a mesuré une accélération de 0,22% du taux d’atrophie
dans I'hippocampe chez les sujets atteints de trouble cognitif léger comparativement aux individus sains
(Leung et al., 2013). Ainsi, I'atrophie cérébrale est attentivement examinée dans les études cliniques afin

d'évaluer un potentiel effet « disease modifying » de l'intervention chez les participants (Frisoni et al., 2010).

Cerveau sain | Maladie d’Alzheimer
Figure 3. lllustration de I'atrophie cérébrale dans la MA au stade avancé.

Crédit illustration: National Institute on Aging.

1.3.5 La neuroinflammation

L’hypothése que la MA serait une maladie inflammatoire s’est solidifiée ces derniéres années (Heneka et al.,
2015a; Heppner et al., 2015). En effet, des études in vitro, animales, épidémiologiques et neuropathologiques
ont mis en évidence des processus inflammatoires interagissant avec les deux marqueurs neuropathologiques
principaux de la MA: les pathologies amyloides et tau. Egalement, de nouveaux facteurs de risques
génétiques tels que Triggering receptor expressed on myloid cells 2 (TREM2) (discuté dans la section
«1.4.21.2 La génétique ») ont révélé limplication des cellules immunitaires dans la MA. Ainsi, la

neuroinflammation est aujourd’hui I'une des cibles thérapeutiques potentielles pour la MA.
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Plusieurs mécanismes inflammatoires « anormaux » ont été identifiés dans la MA, mais seuls les principaux
seront présentés ici. Les microglies sont des macrophages résidents du systéme nerveux central (SNC) et
constituent la premiére ligne de défense immunitaire de ce dernier (Ransohoff and Engelhardt, 2012). Ces
cellules sont notamment activées par les peptides Ap in vitro et dans des modeles murins de la MA (Bisht et
al., 2016; Maezawa et al., 2011; Pan et al., 2011), et seraient impliquées dans la clairance des formes
solubles et des fibrilles d’Ap (pour revue: (C. Y. D. Lee and Landreth, 2010)). Une étude qualitative
(immunohistochimie) sur 19 sujets montre que les microglies se retrouvent également prés des ENF, mais
dans un état dystrophique et dans les premiers stades de Braak, suggérant que leur dégénérescence précoce
est impliquée dans le développement de la MA (Streit et al., 2009). En revanche, il a récemment été montré
que les microglies pouvaient adopter un phénotype trop « actif » en présence de pathologie amyloide et
phagocyter les synapses dans des modéles murins de la MA (Hong et al., 2016). Ces résultats suggérent
plutdt que lactivation microgliale conséquente de la neuropathologie Alzheimer deviendrait néfaste et
contribuerait a la perte synaptique caractéristique de la MA (Rajendran and Paolicelli, 2018). De maniere
assez similaire, les astrocytes constituent un autre type de cellule immunitaire résidente du SNC ayant une
capacité de clairance des plaques amyloides (Pihlaja et al., 2011; Wyss-Coray et al., 2003), parmi d’autres
réles variés tels que la transmission synaptique, le métabolisme énergétique ou encore le maintien de l'unité
neurovasculaire (Sofroniew and Vinters, 2010). Une astrogliose est observée prés des plaques amyloides
dans des modéles animaux de MA (Olabarria et al., 2010) mais aussi dans le cerveau de sujets décédés de la
MA (Serrano-Pozo et al., 2011; Webster et al., 2006). Finalement, linfiltration de macrophages de la
périphérie vers le parenchyme cérébral est observée de fagon plus fréquente dans le cerveau d'individus
décédés de la MA comparativement aux individus sains (Togo et al., 2002). Ces études ont conduit & tester
différentes approches thérapeutiques pour la MA telles que les anti-inflammatoires et 'immunisation passive et
active (voir section 1.5.2) (Butchart and Holmes, 2012; St-Amour et al., 2016).

1.3.6 Autres neuropathologies et neuropathologies mixtes

Prés de la moitié des cas de diagnostic clinique probable de MA présente en fait réellement une
neuropathologie mixte et non purement de type Alzheimer (Schneider et al., 2009; Schneider and Bennett,
2010; Sweeney et al., 2019).

La concomitance de pathologie vasculaire et de neuropathologie de type Alzheimer est la plus courante et
s'éléve a plus de 70% des cas de MA diagnostiqués cliniquement, bien que ces chiffres varient d’'une étude a
l'autre en fonction des lésions vasculaires étudiées (Kapasi et al., 2017; Toledo et al., 2013). Les pathologies

vasculaires sont diverses, mais les principales observées dans la MA sont les macro et microinfarctus, les
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athéroscléroses et les angiopathies amyloides (ladecola, 2017). Les angiopathies amyloides cérébrales sont
caractérisées par le dépdt de peptides amyloides dans les vaisseaux sanguins cérébraux (Kalaria and Kalimo,
2002). Ces dépositions sont observées dans le cerveau 20 a 40% des personnes agées et dans prés de 90%

des cerveaux de personnes décédées de la MA (Attems et al., 2011).

D’autre part, les Iésions de la matiéres blanche sont trés répandues chez les sujets atteints de la MA et sont
corrélées avec 'apparition de troubles cognitifs et de démence (Black et al., 2009). Ces Iésions se présentent
de maniere diffuse prés des ventricules cérébraux et sont visibles en IRM : elles sont caractérisées par des
taches diffuses plus blanches par rapport au tissu avoisinant et sont appelées « hyper-intensités » (Maillard et
al., 2012).

D'autres protéinopathies sont fréquemment observées dans le cerveau de sujets décédés de la MA.
L’accumulation de la protéine nucléaire TDP-43 (Transactive response DNA binding protein 43) dans le
cytosol est caractéristique de la sclérose latérale amyotrophique (Sreedharan et al., 2008). Plusieurs études
neuropathologiques ont montré la présence de cette protéinopathie dans des cerveaux de sujets
diagnostiqués avec la MA ou un trouble cognitif Iéger (Ohta et al., 2014; Robinson et al., 2011; Tremblay et al.,
2011). Finalement, les corps de Lewy formés par la protéine a-synucléine, classiquement retrouvés dans la

maladie de Parkinson, sont également retrouvés dans certains cas de MA (Mikolaenko et al., 2005).

1.4 Facteurs de risque de la MA

Il existe deux formes de la MA : la forme familiale, aussi appelée « early-onset AD », qui représente moins de

1% des cas, et la forme sporadique, ou « late-onset AD », la forme majoritaire (Tanzi, 2012).

1.4.1 Formes familiales de la maladie

Les formes familiales de la MA se caractérisent par une transmission génétique de mutations rares a
pénétration compléte et une apparition des symptémes de la maladie de fagon précoce, c'est-a-dire
généralement avant 'dge de 65 ans (Tanzi, 2012). Trois principaux genes sont touchés par des mutations
responsables de la forme héréditaire de la MA: APP, PSEN1 et PSEN2 (Tableau 1). Ces mutations
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conduisent a 'augmentation de la production des peptides AB42 et leur propension & s'agréger, ainsi qu’a
l'augmentation du ratio AB42/AB40 (Bateman et al., 2012).

X . Mutations . L
Geéne Protéine Chromosome rapportées Phénotype moléculaire
Protéine A ratio AB42/AB40
APP précurseur de 3 21921 24 (duplications) A production d'Ap
amyloide A agrégation d’'AB
PSEN1 Préséniline 1 14924 185 A ratio Ap42/AB40
PSEN2 Préséniline 2 1931 14 A ratio Ap42/AB40

Tableau 1. Génes impliqués dans les formes familiales de la MA.
Traduit de (Tanzi, 2012).

Les causes de la MA dans ces cas précis sont donc génétiques et connues. Une grande partie des modéles
cellulaires et animaux de MA reposent donc sur ces mutations afin de reproduire la pathologie amyloide. En
revanche, pour ce qui est de la pathologie tau, aucune mutation causale n’a a ce jour été retrouvée dans la
MA. Les mutations P301S et P301L dans le géne MAPT sont observées dans la démence fronto-temporale
(Goedert, 2018).

1.4.2 Formes sporadiques de la maladie
1.4.2.1 Les facteurs de risque non modifiables
1.4.2.1.1 L’4ge

L’age avanceé est indéniablement le plus important facteur de risque pour la MA (Rocca et al., 2011b; Solomon
et al., 2014; Ziegler-Graham et al., 2008). En effet, la prévalence de la MA aux Etats-Unis passe de 3% entre
65 et 74 ans, a 17% de 75 a 84 ans et a 32% aprés 85 ans (Alzheimer's association, 2018; Hebert et al.,
2013). Il est frappant de constater que méme pour les formes héréditaires de la maladie, ayant une cause
génétique, il faut attendre entre 30 et 60 ans avant que la pathologie se développe et que les premiers
symptdmes apparaissent (Tanzi, 2012). Finalement, une personne sur dix &gée de plus de 65 ans est atteinte
de la MA (Hebert et al., 2010).
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1.4.2.1.2 La génétique

Bien que seules les formes familiales de la maladie aient une cause génétique, le développement de la MA
sous sa forme sporadique est grandement influencé par des susceptibilités génétiques avec lesquelles
I'environnement interagit pour augmenter ou diminuer le risque de développer la MA. En effet, plusieurs
facteurs de risques génétiques pour le développement la MA ont été identifiés, notamment grace aux études
d’'association pangénomique ou GWAS pour genome wide association studies (Figure 4). Seuls deux génes
liés & une augmentation du risque de MA, les plus étudiés a ce jour, seront présentés ici : Apolipoprotéine E
(APQE) et TREM2.

T Il APP metabolism

[ Tau metabolism
Il Cholesterol

Causes [ iImmune response
A]zheimer's B Endocytosis
disease B Gytoskeleton/axon development
I Epigenetics
[ Unknown
High risk
o
8
2
b APOE4
g (homozygous)
K]
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?6 Medium risk
=
o

Oks
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o2

é lli 5 é 7 é 9 10 11 12 13
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Figure 4. Les différents facteurs de risques génétiques de la MA.
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Les différents facteurs de risques génétiques identifiés pour la MA sont présentés en fonction de leur
fréquence dans la population (en %, rare ou commun) et du niveau de risque pour le développement de la MA

(faible, moyen, élevé ou cause la MA). Extrait de (Scheltens et al., 2016).

Le principal facteur de risque génétique de la forme sporadique de la MA est l'alléle &4 du géne de
I'apolipoprotéine E (APOE) (Michaelson, 2014). Les apolipoprotéines sont des glycoprotéines responsables du
transport des lipides dans le corps. Plus spécifiquement, I'apolipoprotéine de type E est responsable du
transport du cholestérol et est principalement produite par le foie (Mahley et al., 2009; Phillips, 2014). Elle est
présente sous trois isoformes : APOE2, E3 et E4. Ces isoformes différent seulement par deux acides aminés
(112 et 158) (Holtzman et al., 2012). Corder et collaborateurs furent les premiers en 1993 a identifier ce risque
génétique dans la MA (Corder et al., 1993). En étudiant 42 familles avec des cas de MA sporadiques, ils ont
montré que les porteurs homozygotes de l'alléle €4 avaient 12 fois plus de risque de développer la MA, tandis
que les porteurs hétérozygotes avaient trois fois plus de risque. Cette augmentation du risque s'accompagne
d’une apparition plus précoce des symptdmes d’environ 15 ans par rapport a la moyenne. Au contraire, les
porteurs de l'allele €2 sont peu fréquents dans la population touchée par la MA et ont moins de risque de

développer une démence (Berlau et al., 2009).

Les mécanismes liant APOE4 et la MA sont divers. L'APOE est impliquée dans le processus de production et
de dégradation de I'AP (Holtzman et al., 2012; Jiang et al., 2008). Toutefois, I'expression de l'isoforme E4
dans des modéles animaux de la MA augmente la production d’Ap42 et perturbe sa clairance en interagissant
avec le transporteur LRP1 (J. M. Castellano et al., 2011; Deane et al., 2008; Fryer et al., 2005; Liraz et al.,
2013). Par ailleurs, le génotype APOE4 affecte la vasculature cérébrale et les transporteurs de la BHE dans
des modeéles animaux (Alata et al., 2015; Bell et al., 2012; Vandal et al., 2014a) ainsi que chez I'humain
(Halliday et al., 2016). Bien que le role d’APOE4 sur la pathologie tau soit moins connu, une récente étude
animale a montré que le génotype APOE4 interagit avec la protéine tau mutée (P301S), indépendamment de

la pathologie amyloide, pour aggraver la neurodégénérescence et la neuroinflammation (Y. Shi et al., 2017).

Un autre facteur de risque génétique important plus récemment identifié est TREM2 pour triggering receptor
expressed on myeloid cells 2 (Rohn, 2013). Ce récepteur est exprimé sur les microglies et leur permet de
phagocyter des débris cellulaires (Neumann and Takahashi, 2007). Plusieurs variants dans le géne TREM?2
ont été associés a un plus grand risque de développer la MA (Guerreiro et al., 2013). L’hypothése actuelle est
que des variants du géne TREM2 induisent la perte de fonction du récepteur et conduisent a l'incapacité des

microglies a phagocyter les peptides amyloides (pour revue : (Ulland and Colonna, 2018)).
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1.4.2.1.3 Le sexe

Il est bien connu que le nombre de femmes affectées par la MA est plus grand que celui des hommes. Il est
estimé qu’environ 65% des cas de MA sont des femmes (Mielke et al., 2014). Plusieurs raisons expliquent ces
disparités. Tout d'abord, les femmes ont une espérance de vie plus élevée que les hommes (Tom et al.,
2015). Le principal facteur de risque de la MA étant 'dge avancé, il n’est donc pas étonnant que plus de
femmes soient touchées par la maladie. Une autre explication est que lors de la ménopause, les femmes
subissent une chute drastique d’estrogénes, qui sont neuroprotecteurs, tandis que la diminution des hormones
sexuelles est trés progressive chez les hommes (Arevalo et al., 2015; Rocca et al., 2011a). Toutefois, ces
différences sont remises en question par de récentes études prospectives : elles seraient probablement
biaisées par le fait que les hommes ont une plus grande mortalité due aux maladies cardiovasculaires en
milieu de vie (Chéne et al., 2015; Ruitenberg et al., 2001). Ainsi, les hommes plus &gés auraient un profil de
risque cardiovasculaire plus faible que les femmes du méme &ge et donc un moins grand risque de
développer la MA. En effet, l'incidence cumulative de MA est quant a elle similaire entre les hommes et les

femmes dans 'étude prospective de la Framingham Heart Study (Chéne et al., 2015).

1.4.2.2 Les facteurs de risque modifiables

De nombreux facteurs de risque environnementaux ont été associés a la MA, et les principaux seront
présentés dans cette section. Ces facteurs sont considérés comme modifiables, c'est-a-dire qu'il est possible
d'intervenir dessus afin de réduire la probabilité de développer la MA (Winblad et al., 2016). L’alimentation
peut d'ailleurs influencer la majorité de ces facteurs de risque. Ainsi, du point de vue thérapeutique mais aussi

préventif, il est crucial de bien comprendre leur importance dans la pathogenése de la MA (Biessels, 2014).

1.4.2.2.1 Hypertension et maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires désignent 'ensemble des maladies du coeur, des maladies vasculaires
cérébrales et des maladies des vaisseaux sanguins (World Health Organization et al., 2011). Elles sont la
principale cause de décés dans le monde (Benjamin et al., 2017). Plusieurs d’entre elles augmentent les
risques de démence. D'une part, la fibrillation auriculaire ou arythmie cardiaque, une des maladies

cardiovasculaires les plus communes, est associée avec une plus grande incidence de démence (Kwok et al.,
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2011). D’autre part, les accidents vasculaires cérébraux (AVC) conduisent souvent a des déficits cognitifs
(Marshall, 2012). En effet, il est estimé que les personnes ayant subi un AVC ont deux fois plus de risque de
développer une démence, et que 30% de cette population va développer des troubles cognitifs dans les trois

années suivant I'accident (Allan et al., 2011).

L’hypertension est également I'un des plus grand facteur de risque de la MA, mais également la comorbidité la
plus répandue chez les sujets atteints de MA (Reitz et al., 2010; J.-H. Wang et al., 2018). Une tension
artérielle élevée en milieu de vie est associée au développement de trouble cognitif Iéger et de la MA a un age
plus avancé (Elias and Davey, 2012; Reitz et al., 2007; Shah et al., 2012). L’hypertension chronique induit des
Iésions cérébrovasculaires telles que des microinfarctus ou des microhémorragies cérébrales (Kalaria, 2012).
Plusieurs études ont montré qu’une pression artérielle élevée augmente les marqueurs neuropathologiques de
la MA et induit une apparition plus précoce des déficits cognitifs dans des modeles murins de la MA (Cifuentes
et al., 2017; 2015; Diaz-Ruiz et al., 2009; Shih et al., 2018). Chez 'homme adulte, I'hypertension accroit

I'atrophie cérébrale et les Iésions de la matiére blanche (Firbank et al., 2007).

De fagon intéressante, des études épidémiologiques montrent que les traitements pour les maladies
cardiovasculaires et I'hypertension sont associés a un risque plus faible de démence vasculaire et de MA
(Mogi and Horiuchi, 2009; Zhuang et al., 2016; Zissimopoulos et al., 2017). En effet, les statines et les
antihypertenseurs ont montré des effets bénéfiques pour renverser les déficits cérébrovasculaires, cognitifs et
la pathologie amyloide dans des modéles animaux de la MA (Hamel et al., 2016; Royea et al., 2017; Tong et
al., 2009; J. Wang et al., 2007). Néanmoins, des études cliniques chez I'humain sont nécessaires afin

d’'apporter des preuves solides du bénéfice de ces traitements pour la MA.

1.4.2.2.2 Maladies métaboliques

Les maladies métaboliques les plus fréquentes apparaissent lorsque I'équilibre entre 'apport et la dépense
énergétique est altérée. Elles regroupent par exemple l'obésité, le diabéte de type 1 et 2 ou encore le
syndrome métabolique. Ces pathologies sont reconnues depuis un certain temps comme des facteurs de

risque importants pour la MA (Luchsinger, 2008; Luchsinger and Gustafson, 2009; Profenno et al., 2010).

Le diabéte de type 2 (DT2) est une maladie chronique caractérisée par une résistance a l'insuline et une
hyperglycémie dont les premiers symptdmes apparaissent a I'age adulte (“Votre guide sur le diabéte,” 2011).
Le DT2 est a différencier du diabéte de type 1, qui ne concerne que 10% des diabétiques et se déclare tres tot

par I'absence totale de production d'insuline par les cellules  du pancréas. Le DT2 augmente de deux fois le
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risque de développer la MA selon une étude prospective de 1999 (Ott et al., 1999). Il fait partie des cing
comorbidités les plus retrouvées dans la population atteinte de la MA (J.-H. Wang et al., 2018). De plus, il est
estimé que le DT2 est responsable d’'un cas de démence sur dix, suggérant que les traitements contre le
diabéte permettraient également de diminuer la prévalence de la MA (Biessels et al., 2006). Les sujets
diabétiques ont un plus grand risque de démence et développent des altérations cérébrales similaires a celles
observées dans la MA (Daulatzai, 2017) : ils présentent une atrophie cérébrale (Espeland et al., 2013;
Manschot et al., 2006), une plus importante pathologie tau et amyloide que les sujets sains (Y. Liu et al., 2009;
Peila et al., 2002) ainsi que des micro-infarctus cérébraux et de la neuroinflammation (Sonnen et al., 2009).
Les modéles animaux de diabete présentent également une augmentation de la pathologie tau (El-Khoury et
al., 2016; Gratuze et al., 2017a; Kim et al., 2009), et I'apparition d’'un phénotype diabétique par I'administration
de la toxine streptozotocin dans des modéles animaux de la MA aggrave leur neuropathologie (Gratuze et al.,
2017b).

Les désordres métaboliques associés au diabéte sont & eux seuls associés a la MA. En effet, d'une part, les
niveaux élevés d’hémoglobine glyquée (HbA1c), un marqueur d’équilibre glycémique sur plusieurs mois, sont
associés a un plus fort taux d’atrophie cérébrale chez des sujets dgés (Enzinger et al., 2005). Une étude
longitudinale sur 7 ans et plus de 2000 participants agés a montré qu’une glycémie élevée chez des sujets
non diabétiques est associée a un plus grand risque de démence (Crane et al., 2013). Cette association était
également significative pour les individus diabétiques. D'autre part, la glycémie a jeun est inversement
corrélée avec les déficits de mémoire spatiale et le volume hippocampique chez un primate non-humain agé
(Djelti et al., 2016). Finalement, I'hypercholestérolémie en milieu de vie est associée a un plus grand risque de
démence a un &ge avancé (Knopman et al., 2018a). Ainsi, méme sans diabéte, les altérations métaboliques

ont des répercussions importantes sur le cerveau et le risque de MA.

L'obésité est caractérisée par un surpoids et un exces de masse adipeuse. Elle est définie par un indice de
masse corporelle (IMC = poids (kg) / taille (m)?) égal ou supérieur a 30. Un IMC élevé est associé a une plus
importante perte de matiére cérébrale (Enzinger et al., 2005; Jauch-Chara et al., 2015) ainsi qu'a de moins
bonnes performances cognitives chez des sujets cognitivement sains (Gunstad et al., 2010). De plus, I'obésité
induite par une diete riche en gras aggrave les pathologies tau et amyloide dans des modéles animaux de la
MA (Julien et al., 2010; Leboucher et al., 2013). Chez I'humain, 'obésité a I'dge adulte (en milieu de vie), et
non a un age avance, est fortement associée au risque de démence (Emmerzaal et al., 2015; Whitmer et al.,
2008).

Toutefois, il faut étre prudent dans l'interprétation des résultats obtenus a I'aide de modéles animaux dans un

contexte de désordre métabolique. En effet, ces résultats ne sont pas toujours consistants d’'une publication a
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l'autre car les études different beaucoup dans la durée, la dose et la source de gras administrée aux animaux,
rendant la comparaison des travaux difficile (Gratuze et al., 2016). De plus, peu d'études dans le domaine de
la MA réalisent un suivi de la prise de poids et de la prise alimentaire des animaux, ainsi que des tests de
tolérance au glucose et a l'insuline, pourtant nécessaires pour confirmer un phénotype obése et/ou diabétique
dans les modéles murins. En effet, les animaux, tout comme les humains, peuvent étre obéses sans
développer de diabete ou d'intolérance au glucose, et inversement. Il est fréquent d’observer des animaux ou
méme un sous-groupe d’'animaux résistants a la prise de poids et/ou a l'intolérance au glucose pour diverses

raisons (génétiques, qualité de la diéte, prise alimentaire inégale, etc).

1.4.2.2.3 Alimentation

L'alimentation est un facteur environnemental important pour le développement des maladies
cardiovasculaires et métaboliques mentionnées ci-dessus. Il n’est donc pas surprenant que de nombreuses
études épidémiologiques aient associé I'alimentation a la démence (Gustafson et al., 2015; Pasinetti et al.,
2011; van der Lee et al., 2018). L'alimentation riche en gras est 'une des plus étudiée et accroit le risque de
MA (Luchsinger et al., 2002). Toutefois, le suivi et le contrdle stricte de I'alimentation chez I'humain étant trés
difficile, la plupart des études d'intervention diététique sont réalisées dans des modéles animaux de la MA.
Ces études permettent également de mieux comprendre les mécanismes impliqués tout en contrlant un
grand nombre de paramétres (diéte identique, environnement, fond génétique, etc). Ainsi, il a été montré
qu’'une alimentation riche en gras saturés augmente les pathologies tau et amyloides dans des modeles
murins de MA (Ettcheto et al., 2016; Julien et al., 2010; Leboucher et al., 2013; Theriault et al., 2016; Vandal
et al., 2014b). Notre équipe a récemment montré qu'une supplémentation en acides aminés branchés
(leucine, valine et isoleucine) combinée a une diéte riche en gras saturés exacerbe la phosphorylation de la
protéine tau et affecte la survie de la souris triple transgénique (3xTg-AD), un modéle murin de la MA, tandis

qu’une restriction de ces acides aminés diminue les déficits cognitifs de ces souris (Tournissac et al., 2018).

A Tinverse, divers aliments protecteurs contre la démence ont été identifiés. Les plus connus et étudiés en
neuroscience sont les aliments riches en omega-3 (poissons, huiles, noix), en polyphénols (petits fruits
rouges), et le curcumin pour leurs propriétés antioxydantes et neuroprotectrices (Arsenault et al., 2011;
Bensalem et al., 2016; Calon et al., 2004; Dal-Pan et al., 2016; Krikorian et al., 2012; G. P. Lim et al., 2001; J.
Wang et al., 2010). De fagon plus globale, la diéte méditerranéenne comprenant majoritairement des fruits,
légumes, noix et légumineuses (riche en oméga-3 et polyphénols) a été étudiée lors d'études cliniques et

semble préserver les fonctions cognitives des participants (Gu et al., 2010; Valls-Pedret et al., 2015).
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1.4.2.2.4 Autres facteurs de risque

D’autres facteurs de risque pour le développement de la MA ont été identifiés et seront brievement abordés ici.
Un des plus important est le niveau d’éducation, souvent mesuré par le nombre d'années de scolarisation
(Sando et al., 2008). Dans le méme ordre d'idée, les personnes ayant des activités intellectuelles et sociales
régulieres ont un moins grand risque de développer une démence (Norton et al., 2014). D'autre part,
linactivité physique est associée a un plus grand risque de MA et des interventions visant a augmenter
l'activité physique des personnes &gées semblent prévenir le déclin cognitif des participants (Laurin et al.,
2001; Ngandu et al., 2015). Finalement, le tabagisme et la consommation d’alcool sont également des
facteurs environnementaux contribuant a élever le risque de MA (Anstey et al., 2007). En effet, une
consommation élevée d'alcool a été associée a un plus fort taux d’atrophie cérébrale dans une cohorte

d’individus &gés d’environ 60 ans (Enzinger et al., 2005).

1.5 Les traitements

Malgré des dizaines d’années de recherche, et plus d’'un siécle aprés la découverte de la MA par Alois
Alzheimer, il n'existe aucun traitement curatif aujourd’hui (Gauthier et al., 2016). Les seuls outils
pharmacologiques & la disposition des cliniciens sont a visée symptomatique, c'est-a-dire qu'ils vont agir sur
les symptdmes de la maladie, mais ne permettent pas de freiner ou de modifier I'évolution de la pathologie.
Toutefois, des stratégies préventives visant a mieux controler les facteurs de risque de la MA démontrent des

effets intéressants.

1.5.1 La prévention

Il est frappant de constater que de nombreux facteurs de risque pour la MA sont des facteurs
environnementaux liés a notre mode de vie occidental, notamment [I'alimentation riche en gras et la
sédentarité (Winblad et al., 2016). La MA étant une maladie multi-factorielle, 'étude FINGER a expérimenté
une intervention multi-domaine de deux ans sur des personnes &gées incluant une diéte nordique, de
I'exercice physique, un entrainement cognitif et un suivi du risque cardiovasculaire. Les participants ayant suivi

lintervention avaient de meilleures performances cognitives que les sujets contréles (Ngandu et al., 2015).
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Puisqu'il n'existe aucun traitement curatif pour la MA, les stratégies préventives de ce type restent pour le
moment le meilleur moyen de diminuer les risques de développer la MA (Sindi et al., 2015; Solomon et al.,
2014).

1.5.2 Les traitements actuels

Pour le moment, les seuls médicaments approuvés pour la démence sont les inhibiteurs de la cholinestérase
(Donepezil (Aricept®), Rivastigmine (Exelon®) et Galantamine (Reminyl®)) et un antagoniste des récepteurs
de type acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) (Mémantine (Namenda®)) (Anand et al., 2014; Lle6 et al.,
2006).

1.5.2.1 Inhibiteurs de la cholinestérase

L'une des premiéres hypothéses quant a la pathogenése de la MA est une dysfonction du systéme
cholinergique. En effet, une diminution des marqueurs de la voie cholinergique a été observée dans les
cerveaux d'individus décédés de la MA (Davis et al., 1999; Slotkin et al., 1990). Ainsi, plusieurs inhibiteurs de
la cholinestérase, enzyme responsable de la dégradation de I'acétylcholine, ont été développés et ont montré
leurs effets au niveau symptomatique (Anand et al., 2014). Cette classe de médicaments fut la premiére
approuvée pour la démence par la U.S. Food and Drug Administration (FDA) en 1995. Leurs effets bénéfiques
sont globalement modestes, mais permettent néanmoins de maintenir les fonctions cognitives et parfois méme
de réduire les symptdbmes neuropsychiatriques des patients (Trinh et al., 2003). Bien que des effets
indésirables soient réguliérement observés, ces traitements permettent dans certains cas de ralentir la
progression des symptdmes de la MA pour quelques mois, et ainsi de retarder d’environ 20 mois selon
certaines études I'entrée des patients en établissement de santé de longue durée (Birks, 2006; Geldmacher et
al., 2003). Il faut également noter que le fait de prescrire ces médicaments appelés couramment « anti-
Alzheimer » permet une prise de conscience des patients, de leur famille et du personnel médical, ainsi que

l'entrée dans un parcours de soin adapté et une meilleure prise en charge.

22



1.5.2.2 Antagoniste des récepteurs NMDA

L’excitotoxicité glutamatergique est un autre élément faisant partie de la pathophysiologie de la MA (Yan
Zhang et al., 2016). Bloquer l'activité des récepteurs NMDA a l'aide d’'un antagoniste semblait donc une
avenue intéressante au niveau thérapeutique. Des essais sur des sujets atteints de démence ont montré une
efficacité significative de la mémantine pour réduire I'évolution des symptdmes de démence (Hellweg et al.,
2012). Toutefois, la mémantine est prescrite seulement dans les stades avancés de la MA. Une combinaison
d'inhibiteurs de cholinestérase et de mémantine est également possible dans les cas modérés a séveres de
MA (Gauthier and Molinuevo, 2013).

1.5.3 Les traitements en essai clinique

Actuellement, 112 molécules sont en essai clinique de phase 1, 2 et 3 pour la MA (Figure 5) (Cummings et al.,
2018). Un peu plus de la moitié ont pour but de modifier I'évolution de la maladie, dont un tiers sont des

immunothérapies, tandis que le reste vise plutot a réduire les symptomes de la MA.

L'immunothérapie prend une place importante dans le développement pharmaceutique aujourd’hui. L'idée est
que les défenses immunitaires vont permettre de diminuer la neuropathologie Alzheimer. Il existe deux types
d'immunothérapie : I'immunothérapie active, qui consiste a stimuler les défenses immunitaires contre un
pathogéne donné (les peptides AP par exemple), et I'immunothérapie passive, qui consiste & administrer des
anticorps ciblant directement les protéines tau solubles par exemple (St-Amour et al., 2016). Cette méthode
est un succes dans le domaine du cancer (Mellman et al., 2011). Toutefois, dans la MA, de nombreux échecs
d'essais clinique de phase 2 et 3 ont eu lieu ces derniéres années. Les causes de ces échecs sont diverses,
mais on peut mentionner principalement une faible distribution au cerveau des molécules, des participants
dans un stade de la MA trop avancé, une hétérogénéité dans la neuropathologie des individus et la nécessité
de faire des études longues, et donc colteuses (Selkoe and Hardy, 2016). Pour faire face a cela, certains ont
changé le design des études cliniques en attribuant plusieurs doses de médicament par exemple ou en

séparant dés le début les sujets amyloides positifs et négatifs (Satlin et al., 2016).
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Figure 5. Représentation des différentes études cliniques pour le traitement de la MA en 2018.

Extrait de (Cummings et al., 2018).

Les études cliniques dans la MA sont difficiles car la population Alzheimer est trés hétérogéne (Anand et al.,
2014). Mais surtout, les causes de la forme sporadique ne sont pas connues. Une des plus grande difficulté
pour le développement de nouveaux traitements pour la MA est I'absence de diagnostic précoce (Blennow
and Zetterberg, 2018; Dubois et al., 2016). Les sujets inclus dans les études sont diagnostiqués sur la base de
leurs symptdmes cognitifs, mais il est estimé que la neuropathologie a commencé 10 a 15 ans ou plus avant
l'apparition des premiers symptdmes (Selkoe and Hardy, 2016). Ainsi, le succés des interventions
thérapeutiques reste trés limité car tenter de diminuer la quantité de plaques amyloides ou les ENF dans un
cerveau déja atrophié parait peu utile. Les recherches actives sur le développement de nouveaux
biomarqueurs ainsi que de nouveaux traceurs pour I'imagerie des dépdts amyloides et des ENF aideront

grandement les futurs essais cliniques et la détection précoce des sujets pouvant bénéficier de traitements
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efficaces. Certains pensent qu'il sera nécessaire d’administrer un traitement personnalisé en fonction des
comorbidités, de la génétique, du sexe et de l'origine ethnique des sujets (Zissimopoulos et al., 2017). La
médecine personnalisée permettra peut-étre de mieux cibler les sujets a risque et d'instaurer une stratégie
spécifique pour eux. Finalement, puisque I'age avancé est le principal facteur de risque de la MA, de nouvelles
cibles thérapeutiques associées au vieillissement doivent étre investiguées afin de faire avancer le

développement de nouveaux traitements.

1.6 Les modeéles animaux de la MA

Les modéles animaux permettent d'étudier de nombreuses hypothéses dans un organisme vivant complet et
génétiquement proche de I'humain, tout en contrélant un grand nombre de facteurs. lls permettent de mettre
en lumiére les mécanismes pathogéniques de la MA et d'investiguer des stratégies thérapeutiques diverses.
Toutefois, ces modéles sont loin d'étre parfaits, et trés peu de résultats obtenus chez la souris ont été
répliqués chez I'humain (G6tz et al., 2018). L'interprétation des résultats précliniques doit étre faite avec
précaution car la translation vers la clinique n’est pas évidente. Mais surtout, le domaine souffre d'un manque

de modele de la forme sporadique de la maladie, qui représente la trés grande majorité des cas de MA.

De nombreux modeles animaux, principalement des souris, ont été développés afin d'étudier la MA. La base
de donnée Alzforum contient 166 modéles animaux de MA, dont 162 sont des souris, et seulement 1 (la souris
SAMP8) est un modéle spontané (LaFerla and Green, 2012). Les modéles les plus utilisés seront décrits

brievement ici.

1.6.1 Les modéles de pathologie amyloide

Un des modéles animaux de pathologie amyloide le plus agressif est la souris 5xFAD. Elle présente 5
mutations retrouvées dans les formes familiales de la MA exprimées sous le promoteur Thy1.2 : les mutations
Swedish, Florida et London dans le géne APP, ainsi que les mutations M146L et L286V dans le géne PSEN1
(Oakley et al., 2006). Les plaques amyloides sont visibles dés 'age d’'un mois et demi, la neuroinflammation
est trés importante et des pertes neuronales sont observées a partir de 5 mois. Un des modeles les plus
utilisés pour la pathologie amyloide est la souris APP/PS1. L'insertion de la mutation APP Swedish combinée

avec PSEN1dE9 permet l'apparition de plaques dés I'age de 6 mois (Jankowsky et al., 2004). Les déficits
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comportementaux sont nombreux dans cette souris, mais apparaissent a un age relativement avancé, autour
de 12 mois dépendamment du test effectué (Janus et al., 2015). Un autre modéle trés connu est la souris J20,
qui développe une pathologie étendue de fagon rapide ainsi que des troubles de la mémoire précoces, dés
I'age de 4 mois. Cette souris surexprime les mutations APP Swedish et Indiana, sans mutation dans PSEN1,
sous le promoteur PDGF-f3 (Mucke et al., 2000).

1.6.2 Les modéles de pathologie tau

Plusieurs modéles de pathologie tau ont été développés a partir des mutations dans le géne MAPT retrouvées
dans les démences fronto-temporales, principalement les mutations P301S et P301L (Terwel et al., 2005). La
souris surexprimant la mutation P301S de la protéine tau humaine sous le promoteur Thy1 est un modéle de
tauopathie sévére, qui développe des ENF dés 4 mois dans le cerveau mais également dans la moelle
épiniére, induisant la mort des motoneurones et des troubles moteurs majeurs a 5 mois (Allen et al., 2002).
Une autre souris portant la mutation P301S, mais sous le promoteur Prnp (mouse prion protein) (lignée PS19),
développe quant a elle une mort neuronale plus progressive, apparaissant & 9 mois, démontrant I'importance
du promoteur dans la création de modéles animaux (Yoshiyama et al., 2007). En revanche, la souris human
Tau (hTau) présente I'avantage d’exprimer uniquement la protéine tau humaine et non mutée, étant donné
qu’aucune mutation dans la protéine tau n’a a ce jour été reliée a la MA (Andorfer et al., 2003). Cette souris
est issue du croisement d’une souris tau knock-out et d’'une souris 8¢ exprimant la protéine tau humaine (Duff
etal., 2000).

1.6.3 La souris triple transgénique 3xTg-AD

La souris triple transgénique 3xTg-AD a été créée par le Dr Frank Laferla et est 'un des rares modéles
développant a la fois les pathologies amyloide et tau (Oddo et al., 2003b). Trois transgénes sont exprimés
sous le promoteur Thy1.2 : les mutations APP Swedish, PSEN1T M146V et MAPT P301L. Cette surproduction
de protéines tau et APP humaines mutées conduit & I'apparition trés progressive de plaques amyloides
principalement dans le cortex frontal, le subiculum et la région CA1 de I'hippocampe, et d’ENF dans le cortex
pariéto-temporal, 'amygdale et I'hippocampe (Figure 6) (Oddo et al., 2003a). Il faut attendre au moins 12 mois
pour pouvoir bien détecter ces agrégats dans les différentes régions cérébrales des souris 3xTg-AD, ce qui

permet d'inclure le facteur de I'age, si important dans le développement de la MA, dans les expérimentations
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avec ce modéle. Toutefois, ce modéle ne présente pas de mort neuronale malgré la présence des deux

marqueurs neuropathologiques principaux de la MA.

e Plaques amyloides
A Enchevétrements neurofibrillaires

Cortex

Hippocampe p —

Amygdale

L, Désordres métaboliques
L Déficits de thermorégulation

Figure 6. Représentation schématique du développement des pathologies amyloides et tau dans la

souris 3xTg-AD.

Adapté de (Gotz and lttner, 2008).

Cette souris présente différents déficits comportementaux, notamment une importante anxiété, des troubles de
la mémoire de reconnaissance et spatiale (Belfiore et al., 2018; Bories et al., 2012; Filali et al., 2012;
Tournissac et al., 2018; Vandal et al., 2016). La souris 3xTg-AD n'est pas considérée comme un véritable
modéle de neuroinflammation, mais présente tout de méme une astrogliose et une microgliose, ainsi qu'une
élévation des niveaux de cytokines pro-inflammatoires cérébrales (Belfiore et al., 2018; Caruso et al., 2013;
St-Amour et al, 2019; 2014). Une diminution de la densité cérébrovasculaire accompagnée d'un
élargissement de la lame basale sont présents dans ce modéle (T. M. Do et al., 2014). En revanche, il faut
noter que les souris femelles présentent une plus grande quantité de peptides AB40 et Ap42, et donc de
plaques amyloides (Vandal et al., 2015b). D’autres différences liées au sexe des souris ont été observées au
niveau du comportement (Bories et al., 2012; Clinton et al., 2007). Au niveau métabolique, notre équipe a
observé I'apparition d’une intolérance au glucose spontanée avec I'age, de maniére plus précoce chez les
femelles que les males (Vandal et al., 2015b). Quelques équipes ont également rapporté des déficits de

thermorégulation, qui seront présentés dans la section 4.2.
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1.6.4 Autres modeéles animaux

Plusieurs modéles de souris ont été créés a partir des facteurs de risques génétiques identifiés pour la MA,
afin de développer des modéles de la forme sporadique de la MA et non la forme familiale. Les premiers
modéles développés sont les souris exprimant les trois isoformes d’APOE humaines a la place des protéines
murines (Knouff et al., 1999). Il est intéressant de remarquer que la souris APOE4 présente des déficits
cognitifs par rapport aux souris APOE2 et APOE3 (Andrews-Zwilling et al., 2010; Traversy et al., 2016).
D’autre part, il existe une trentaine de souris différentes basées sur le facteur de risque génétique TREM2.
Des souris knock-out pour TREM2 ont été créées afin d’étudier la perte de fonction de ce récepteur, et ont été
croisées avec différents modéles de pathologie amyloide ou tau ou encore APOE, tandis que d'autres
modeéles reposent sur des mutations dans le géne TREM2 (Kleinberger et al., 2017; Turnbull et al., 2006). La
souris SAMP8 (senescence accelerated mice-prone 8) présente quant a elle un vieillissement accéléré de

maniere spontanée ainsi que des déficits cognitifs (Yagi et al., 1988).

Il existe également des modéles non-murins de la MA. Récemment, une étude a montré la présence de
neuropathologie de type Alzheimer, c'est-a-dire des ENF en plus des plaques amyloides, apparaissant
naturellement chez des macaques agés (Paspalas et al., 2018). Le microcébe (ou Iémurien) représente un
modele sporadique intéressant car il a une durée de vie relativement courte et environ 20% d’entre eux
présentent une neurodégénérescence liée a I'dge associée avec des plaques amyloides et une pathologie tau
(Bons et al., 2006). Ces primates trés proches de 'Homme représentent des modéles de choix davantage

représentatifs de la forme sporadique de la MA, mais il est difficile et coliteux de travailler avec des primates.
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2 Les désordres métaboliques observés dans la

maladie d’Alzheimer

Les liens entre MA et maladies métaboliques, telles que le DT2 et 'obésité, sont maintenant bien établis dans
la littérature (De Felice and Ferreira, 2014). Le fait que ces maladies métaboliques soient d’importants facteurs
de risque pour la MA a été discuté plus haut. De l'autre coOté, il est intéressant de constater que les personnes
atteintes de la MA présentent justement des désordres métaboliques au niveau du SNC. D’ailleurs, certains
scientifiques vont méme jusqu’a renommer la MA le « diabéte de type 3 » (Steen et al., 2005). Ces
observations suggérent que diminuer les altérations métaboliques pourrait étre bénéfique pour la MA, et ont

mené a tester différents antidiabétiques pour le traitement de la MA.

2.1 Diminution du métabolisme cérébral du glucose

Le cerveau représente seulement 2% du poids total d’'un étre humain, mais consomme pourtant 20% de
I'énergie du corps, principalement sous forme de glucose (Mergenthaler et al., 2013). Comme il n’existe pas
de réserve de glucose dans le cerveau, celui-ci doit le puiser directement dans la circulation sanguine, grace
au transporteur spécifique GLUT1 (glucose transporter type 1) situé sur les cellules endothéliales de la
vasculature cérébrale et les astrocytes (Simpson et al., 2007). L'importance de ce transporteur pour le
fonctionnement cérébral est illustré par le syndrome de déficit de GLUT1, une maladie génétique rare, dont la

majorité des individus affectés souffrent d’épilepsie et de retard mental (Leen et al., 2010).

L'une des toutes premiéres dysfonctions observées dans la MA, qui apparait d'ailleurs plusieurs années avant
les premiers symptdmes cognitifs, est la diminution du métabolisme cérébral du glucose (Cunnane et al.,
2011; Mamelak, 2012). L’imagerie par '8F-fluorodésoxyglucose ('®F-FDG) couplé a la tomographie par
émission de positron (FDG-TEP) permet de détecter un hypométabolisme du glucose dés le stade de trouble
cognitif Iéger (Figure 5) (C.-A. Castellano et al., 2014; Mosconi et al., 2005). Cette technique est utilisée dans
plusieurs études cliniques, mais est bien trop colteuse pour faire partie intégrante du diagnostic de la maladie
en clinique. Pourtant, la réduction du métabolisme du glucose est de I'ordre de 20 a 25% et est corrélée avec
les scores cognitifs des participants (Edison et al., 2007). De plus, le FDG-TEP permet de prédire la

conversion des sujets d’un trouble cognitif Iéger vers la MA ainsi que leur déclin cognitif (Landau et al., 2010).
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Certains modéles animaux de la MA, notamment la 3xTg-AD, présentent également une diminution du

métabolisme du glucose cérébral (T. M. Do et al., 2014; Nicholson et al., 2010; Niwa et al., 2002).

Absorption faible . = | Absorption élevée

Cerveau d'un patient atteint

e EIIERE SRS de la maladie d’Alzheimer

Figure 7. Diminution de la captation du glucose au niveau cérébral mesuré par FDG-TEP chez un sujet

sain et un sujet atteint de la MA.

Adapté de (Reitz et al., 2011).

Toutefois, cette diminution est-elle la conséquence d’une réduction de la captation du glucose par le cerveau
ou d’un déficit dans son métabolisme cérébral ? Les deux phénomeénes ont été rapportés dans la littérature,
bien que toutes les études ne soient pas univoques sur la question. D’une part, une réduction des
transporteurs du glucose GLUT1 au niveau des cellules endothéliales, mais aussi de GLUT3 au niveau
neuronal, ont été rapportées dans des études post-mortem en Western Blot et en immunohistochimie (Y. Liu
et al., 2008; Simpson et al., 1994). Ces diminutions sont corrélées avec les niveaux de phosphorylation de tau
et les ENF. De plus, une déficience en GLUT1 dans un modéle murin de pathologie amyloide accélére la

neuropathologie et les Iésions vasculaires (Winkler et al., 2015). A l'inverse, augmenter la captation cérébrale
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du glucose en surrexprimant le récepteur GLUT1 augmente la survie et réduit les troubles comportementaux
d'un modéle de drosophile de pathologie amyloide (Niccoli et al., 2016). En revanche, certaines études
n'observent pas de diminution de GLUT1 dans les cerveaux de sujets décédés de la MA (An et al., 2018). Ces
mesures de transporteurs sont peut-étre biaisées par le fait que la surface vasculaire est grandement
diminuée chez les sujets atteints de la MA (Bell and Zlokovic, 2009). En effet, il a ét¢ montré que
I'hypoperfusion cérébrale observée dans la MA est un autre facteur responsable de la diminution d’apport en
glucose cérébral (Daulatzai, 2017). D’'autre part, une étude sur une quarantaine de cerveaux humains a
récemment montré une augmentation des niveaux de glucose cérébraux, accompagnée d’une réduction des
enzymes de la glycolyse dans le gyrus temporal de sujets Alzheimer comparativement aux sujets sains, et
méme chez les sujets asymptomatiques (présentant des scores neuropathologiques élevés mais pas de
déficits cognitifs) (An et al., 2018). Les niveaux de glucose et d’enzymes sont d'ailleurs corrélés aux scores
neuropathologiques de Braak et de CERAD. Ces éveénements combinés conduiraient donc & une réduction
importante de la principale source énergétique du cerveau, et induirait ainsi un stress métabolique important

au niveau des cellules du systeme nerveux central.

Afin de pallier ces déficits, des dietes cétogénes ont été étudiés dans la MA. Les cétones sont de petits
composés organiques dérivés des acides gras produits par le foie lorsque I'apport de glucose est faible, dans
le cas d’un jeline par exemple (Cunnane et al., 2011). Les corps cétoniques peuvent entrer dans le cerveau et
étre métabolisés en acétyl-CoA puis fournir de I'énergie sous forme d’ATP gréce aux mitochondries.
L’administration d’une diete cétogene au stade pré-symptomatique et a long terme sur des souris 3xTg-AD
permet de diminuer I'anxiété des animaux et de diminuer les dépbts amyloides et les ENF (Kashiwaya et al.,
2013). En clinique, des effets bénéfiques sur le flux sanguin cérébral ont été observés, mais les effets cognitifs

ne semblent pas robustes (Cavaleri and Bashar, 2018; Torosyan et al., 2018).

2.2 Résistance a lI'insuline centrale

La présence de récepteurs a l'insuline (INSR) au niveau neuronal et endothélial dans plusieurs régions du
cerveau montre que cette hormone joue un réle crucial pour le fonctionnement cérébral (Fernandez and
Torres-Aleman, 2012). En effet, I'nsuline au niveau cérébral est impliquée dans la prolifération etla
différenciation des cellules nerveuses, la plasticité synaptique et la régulation du métabolisme énergétique
(Kleinridders et al., 2014). La signalisation de l'insuline au niveau central est similaire & la signalisation

périphérique.
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Figure 8. Signalisation de I'insuline.

Le récepteur a l'insuline est constitué de deux sous-unités B intra-membranaires et de deux sous-unités a
extracellulaires. Son activation par autophosphorylation conduit a deux voies différentes : la voie PI3K/AKT, et
la voie MAPK. Schéma adapté de (Arnold et al., 2018).

Abréviations : AKT : protein kinase B (PKB); AS160: AKT substrate of 160 kDa; BAD: Bcl2-associated
agonist of cell death; CASP9 : caspase 9; CREB : cAMP-responsive element-binding protein; FOX : Forkhead
box protein; GLUT4: glucose transporter type 4; GRB2 : growth factor receptor-bound protein 2; GSK3p :
glycogen synthase kinase 3f; IKK : inhibitor of nuclear factor-«B kinase; IR : insulin receptor; IRS : insulin
receptor substrate; MDM2 : E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2;, MAPK : mitogen-activated protein kinase;
mTOR : mammalian target of rapamycin; PDK1 : 3- phosphoinositide-dependent protein kinase-1; PI3K :

phosphoinositide 3-kinase; pY: tyrosine residues; PIP2 : phosphatidylinositol 4,5- bisphosphate; PIP3 :
phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate; PKC{ : protein kinase C{; PKCA : protein kinase CA; PTEN :
phosphatase and tensin homolog; RICTOR : rapamycin-insensitive companion of mTOR; SHC : SHC-

transforming protein; SOS : son of sevenless homologue; TSC1, hamartin; TSC2, tuberin.

La résistance a l'insuline se caractérise par un déficit de réponse de la signalisation suite a la liaison de
I'hormone a son récepteur, et est accompagnée d’une hyperinsulinémie (Goldstein, 2002). Plusieurs études
tendent & montrer un tel phénoméne au niveau central dans la MA, mais encore, les résultats ne sont pas
unanimes (Arnold et al., 2018). D’'une part, des perturbations dans les niveaux d’insuline et de ses facteurs de

croissances (IGF-1, IGF-2, IGFBP-2) sont observés chez les individus Alzheimer (Steen et al., 2005). Ces
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perturbations surviennent avec I'évolution du stade de Braak (Rivera et al., 2005). Une étude sur 39 sujets a
montré une diminution d’insuline dans le LCR conjointement avec une augmentation dans le plasma des
sujets atteints de la MA par rapport aux sujets sains (Craft et al., 1998). En revanche, une étude a observé des
niveaux d'lGF-2 et d'IGFBP-2 plus élevés dans le LCR des hommes dans les stades précoces de MA, mais
pas chez les femmes, qui corrélent positivement avec les niveaux de tau dans le LCR (Aberg et al., 2015).
D’autre part, la réponse cérébrale a l'insuline mais également a IGF-1 est diminuée dans le cerveau de sujets
décédés de la MA par rapport aux contrdles, de la méme fagon que dans les sujets diabétiques (Y. Liu et al.,
2011; Talbot et al., 2012). Certaines études ont observé une diminution du récepteur a l'insuline (Steen et al.,
2005), mais pas toutes (Moloney et al., 2010; Talbot et al., 2012). Des perturbations dans les niveaux des
kinases subséquentes a I'activation du récepteur a l'insuline, principalement AKT et GSK3p3, ont été observées
a plusieurs reprises chez 'humain (Griffin et al., 2005; Hooper et al., 2008; Rickle et al., 2004; Steen et al.,
2005). La signalisation de I'insuline cérébrale est également perturbée dans certains modéles murins de la MA
(Ruiz et al., 2016). D'ailleurs, des dépdts amyloides sont retrouvés dans le pancréas de la souris 3xTg-AD
(Vandal et al., 2014b).

2.3 Repositionnement thérapeutique de médicaments

antidiabétiques dans la MA

Les liens entre DT2 et MA sont trés forts, et les sujets Alzheimer présentent des troubles métaboliques
importants. Ces observations ont donc mené a tenter de repositionner les médicaments antidiabétiques
disponibles en clinique dans le cadre de la MA (Yarchoan and Arnold, 2014). Ici, seuls linsuline, les
thiazolidinediones et les analogues de GLP-1 (Gucagon-like peptide-1) seront abordés car ce sont les

médicaments les plus utilisés dans le diabéte.

2.3.1 Insuline

L'insuline est testée au niveau préclinique et clinique dans la MA depuis plusieurs années maintenant. D'une
part, les études précliniques dans des modeles animaux de la MA ont montré des effets bénéfiques sur la
mémoire, la neuroinflammation et la pathologie amyloide (Adzovic et al., 2015; Chen et al., 2014b; Mao et al.,
2016; Rajasekar et al., 2016; Vandal et al., 2014b). Une étude de notre équipe a notamment montré qu’une

injection intrapéritonéale d'insuline (1 Ul/kg) améliorait les performances cognitives de la souris 3xTg-AD et
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qu’'une administration intraveineuse a forte dose (3,8 Ul/kg) augmentait grandement la clairance des peptides
AP du cerveau vers le sang en seulement 5 minutes (Vandal et al., 2014b). De maniere plus générale, divers
éléments de la voie de signalisation de l'insuline sont impliqués dans la clairance des peptides AP du cerveau

((Swaminathan et al., 2017); pour revue : (Vandal et al., 2015a)).

La voie intranasale a été sélectionnée en clinique afin de permettre une administration centrale plus directe et
éviter que I'hormone atteigne la périphérie, et ainsi les risques d’hypoglycémie (Born et al., 2002; Freiherr et
al., 2013). Toutefois, la présence d'insuline dans la circulation apres injection intranasale n'a été que peu
étudiée. Les quelques travaux ayant directement investigué cet aspect montrent que l'injection intranasale de
macromolécules méne tout de méme & une exposition systémique (ex : IGF-1, immunoglobuline G, interféron
B) (N. N. Kumar et al., 2018; Lochhead and Thorne, 2012; Thorne et al., 2008; 2004). En clinique, I'insuline
administrée par voie intranasale a montré des effets bénéfiques sur la cognition de sujets atteints de la MA
(Benedict et al., 2004; Claxton et al., 2015; Craft et al., 2012; Shemesh et al., 2012). Toutefois, dans I'étude de
Claxton et collaborateurs, les sujets porteurs de 'APOE4 présentaient au contraire une détérioration de leurs
scores cognitifs suite a I'administration d’insuline. Ceci pourrait s'expliquer par le fait que I'insuline induit une
augmentation de la phosphorylation de tau dans des souris exprimant la forme humaine de 'APOE4 (Traversy
et al., 2016). Des études cliniques avec l'insuline sont toujours en cours pour la MA, mais avec différentes
formulations d'insuline permettant une plus longue demi-vie par exemple (Cummings et al., 2018). Toutefois,
les résultats préliminaires de I'étude clinique placébo-traitement « SNIFF » avec de linsuline intranasale
pendant un an sur 240 sujets atteints de trouble cognitif Iéger ou MA ne montrent pas d’effet sur la cognition

(NCT01767909; communiqué de Alzforum sur le Clinical Trials on Alzheimer’'s Disease Conference 2018).

2.3.2 Les thiazolidinediones

Les thiazolidinediones (TZD) sont une famille de molécules antidiabétiques qui activent le récepteur
peroxysome proliferator-activated receptor y (PPARy) (Rendell and Kirchain, 2000). Les deux TZD
approuvées pour le DT2 et étudiées dans la MA sont le pioglitazone et le rosiglitazone. Une étude prospective
a montré que la consommation de pioglitazone diminuait de 47% le risque de démence chez les sujets
diabétiques (Heneka et al., 2015b).

Au niveau mécanistique, les agonistes de PPARy augmentent la dégradation des peptides AP par une
activation de la phagocytose des microglies et les niveaux d’APOE dans le parenchyme cérébral (Mandrekar-
Colucci et al., 2012). Chez la souris APP/PS1 de 12 mois, neuf jours de gavage avec du pioglitazone

(80mg/kg) suffisent a réduire significativement les plaques amyloides et les déficits cognitifs. En revanche, un
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traitement de 2 mois avec le pioglitazone réduit les déficits cérébrovasculaires chez la souris J20 &gée de 16
mois, mais n’a pas d’effet sur la pathologie amyloide ni les déficits cognitifs (Nicolakakis et al., 2008). Un autre
agoniste de PPAR, le GFT1803, a montré des effets bénéfiques supérieurs au pioglitazone chez la souris

APP/PS1 de 6 mois au niveau neuropathologique et comportemental (Kummer et al., 2015).

Chez I'humain, les résultats sont plus mitigés. Une étude pilote sur 30 sujets atteints de la MA a montré que
les participants ayant regu six mois de traitement avec le rosiglitazone avaient de meilleurs scores cognitifs
que le groupe ayant regu le placébo (Watson et al., 2005). Toutefois, des études cliniques de phase 3 n'ont
pas permis de répliquer un effet significatif du traitement (Yarchoan and Arnold, 2014). Par ailleurs, un
traitement de 6 mois avec du pioglitazone sur 15 individus diabétiques et atteints de trouble cognitif Iéger a
permis d’améliorer leurs performances cognitives (Hanyu et al., 2009). Une étude de phase 3 sur plus de 3000
sujets appelée « TOMORROW » (NCT01931566) est en cours avec de légeres doses de pioglitazone et vise
a déterminer si le traitement sur des sujets a risque de développer la MA permet de retarder le diagnostic de la
maladie (Roses et al., 2014). Finalement, une méta-analyse des études randomisées contréles suggere que le
pioglitazone serait efficace pour les individus présentant la MA et un diabéte, mais les résultats avec le

rosiglitazone ne seraient pas concluants (J. Liu et al., 2015).

2.3.3 Analogues de GLP-1

Le GLP-1 est une incrétine utilisée dans le traitement du DT2 pour réguler la glycémie en stimulant la
production d'insuline du pancréas (Drucker and Nauck, 2006). La demi-vie du GLP-1 étant de quelques
minutes seulement, des analogues de cette hormone ont été développés pour étre compatibles avec une
utilisation thérapeutique. Il existe deux analogues sur le marché pour le moment : 'exénatide et le liraglutide.
Depuis environ 20 ans, des études ont commencé a démontrer un potentiel thérapeutique de la voie GLP-1
dans le SNC et la MA (Perry and Greig, 2004). Différents auteurs ont rapporté des effets bénéfiques des
analogues de GLP-1 au niveau de la mémoire, de I'hyperphosphorylation de tau, de la quantité de peptides
AB, de la perte synaptique ainsi que de la neuroinflammation dans des modéles animaux (Hansen et al., 2015;
Ma et al., 2015; McClean et al., 2011; L. Shi et al., 2017; Tai et al., 2018). Chez 'Homme, une étude sur 38
sujets Alzheimer a montré que 6 mois de traitement avec le liraglutide augmentait la captation du glucose au
cerveau par rapport au groupe controle (Gejl et al., 2017; 2016). Trois études cliniques de phase 1 et 2 sont
en cours, ou les résultats ne sont pas encore publiés, pour tester I'efficacité du liraglutide dans la MA (Etude
ELAD, NCT01843075; NCT02140983 et NCT01469351).
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Toutefois, aucun de ces médicaments antidiabétiques n’a pour le moment passé les essais cliniques de phase
3 pour la MA. Peut-étre qu'il est nécessaire de cibler des sous-populations atteintes de troubles métaboliques
pour observer un effet bénéfique de cette classe de médicament. Considérant les liens trés étroits entre
maladies métaboliques et MA, de nouvelles molécules permettant de diminuer les désordres métaboliques
restent & investiguer dans la MA. Des molécules multi-cibles pour toucher les différents paramétres impliqués

dans la pathogenése de la MA semblent requises pour cette maladie multifactorielle.
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3 Lathermorégulation

La thermorégulation désigne I'ensemble des mécanismes permettant au corps de réguler sa température. Elle
est intimement liée au métabolisme énergétique et est altérée chez les personnes &gées. Les deux prochaines
sections visent a expliquer pourquoi elle pourrait représenter une cible thérapeutique intéressante pour

modifier & la fois les désordres métaboliques et la MA.

3.1 Définition

La température corporelle est un parametre biologique extrémement bien régulé chez 'Homme (Mekjavic and
Eiken, 2006). En effet, de trop grandes variations de température ont des effets délétéres importants sur le
fonctionnement du corps humain : une hyperthermie, c'est-a-dire une température corporelle anormalement
élevée, peut induire des Iésions irréversibles, notamment pour le SNC (Walter and Carraretto, 2016); tandis
qu'une hypothermie (température corporelle en dessous des 35°C) conduit a une diminution de la pression
artérielle causant dans certains cas une hypoperfusion tissulaire et une diminution de la réponse immunitaire
(Doufas, 2003). Le maintien de la température corporelle autour des 37°C a tout de méme un coit
métabolique trés important : prés de la moitié de la dépense énergétique d’'un humain en condition d’activité

normale est consacrée & maintenir 'lhoméothermie (Landsberg, 2012).

La température corporelle varie au cours de la journée selon un cycle circadien. Le rythme circadien du corps
regroupe I'ensemble des mécanismes biologiques cycliques qui varient au cours d’une journée de 24 heures,
comme par exemple l'alternance veille/sommeil, la pression sanguine, I'état de vigilance et le métabolisme
(Hofstra and de Weerd, 2008). Pour ce qui est de la température du corps, celle-ci varie de quelques degrés
au cours de la journée : elle est plus élevée a la fin de la journée, en raison de I'activité musculaire, et elle est

plus basse dans la nuit, car le corps est inactif pour plusieurs heures (Refinetti and Menaker, 1992).

La thermorégulation désigne I'ensemble des mécanismes qui permettent au corps de maintenir une
température autour d’'une valeur seuil, environ 37°C pour 'Homme. Les mécanismes comprennent la
thermolyse, c'est-a-dire la diffusion de chaleur, mais aussi la thermogenése, la production de chaleur (voir
section 3.3) (Cannon and Nedergaard, 2004). Cette capacité a réguler la température interne en produisant
soi-méme de la chaleur concerne les organismes dits endothermes, c’est-a-dire les mammiferes et les oiseaux

(Silva, 2006). Par opposition, les organismes ectothermes comme les reptiles ou les poissons n'ont pas ou
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peu de capacité de production de chaleur et vont réguler leur température interne grace aux changements de
température externe. Le comportement joue également un réle important dans la thermorégulation : la fagon
de s’habiller en fonction de la température externe, le rapprochement des souris dans une méme cage ou
encore le fait de se déplacer vers un environnement plus frais ou chaud en font partie (Gordon et al., 1998).
Toutefois, ces aspects ne seront pas abordés dans les sections suivantes afin de se concentrer sur la

régulation physiologique de la température corporelle.

La thermoneutralité (ou zone thermoneutre) correspond a la température externe a laquelle un organisme n'a
pas besoin de produire de chaleur en plus de celle issue du métabolisme basal (Cannon and Nedergaard,
2010). Cette zone varie d'un animal a l'autre, et méme au sein d'une méme espéce en fonction de I'age par
exemple. La thermoneutralité chez 'Homme est située entre 22 et 25°C, tandis qu'elle est autour des 28-30°C

pour la souris (Speakman and Keijer, 2013).

3.2 Régulation centrale de la température corporelle

3.2.1 La détection par les thermorécepteurs

Les changements de température externe sont détectés par des thermorécepteurs ou femperature-activated
transient receptor potential (TRP). Ce sont des structures sensibles a la température qui alertent le systéme
central d’'une sensation de froid ou de chaud. Ces signaux sont indispensables pour le confort mais aussi et
surtout pour la survie de l'individu (Patapoutian et al., 2003). Leur activation induit une réponse avant méme
que la température centrale ait réellement changée (Morrison et al., 2012). Les thermorécepteurs sont
retrouvés a différents endroits du corps : en périphérie (peau, systéme nerveux périphérique), au niveau
interne (intestin, foie) et méme dans I'hypothalamus (Song et al., 2016). Les fibres nerveuses afférentes qui
conduisent les signaux thermiques sont des fibres Ag, qui sont Iégérement myélinisées, de diamétre moyen et
a conduction rapide; et des fibres C, qui sont non myélinisées, de petit diamétre et a conduction plus lente
(Julius and Basbaum, 2001).

Au niveau cutané, il existe différents types de récepteurs TRP qui sont chacun activés spécifiquement par leur
propre gamme de température; ensemble, ils couvrent la presque totalité des températures que les
mammiféres peuvent sentir (Caterina, 2007). En particulier, le récepteur TRPM8 est un récepteur cutané qui
détecte les sensations de froid, c’est-a-dire les températures situées en dessous de 27°C (Dhaka et al., 2007;

McKemy et al., 2002). Les récepteurs TRPV4 et TRPV3 quant & eux participent a la détection de températures
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chaudes, entre 27 et 42°C au niveau cutané (H. Lee et al., 2005; Mogrich et al., 2005). Le récepteur TRPV4
est également impliqué dans la thermogenése : il est présent dans les zones préoptique et antérieure de
I'hypothalamus (Abe et al., 2003; Hori et al., 1999). Finalement, les informations des thermorécepteurs vont
étre intégrées au niveau central par la zone préoptique de I'hypothalamus pour induire la thermolyse

(évacuation de la chaleur) ou la thermogenése (production de la chaleur) (Nakamura and Morrison, 2008).

3.2.2 Intégration centrale du signal par I'hypothalamus

L’hypothalamus est situé dans la région ventrale du cerveau, au-dessus de la zone du tronc cérébral et prés
du troisieme ventricule (D. Richard, 2015). Il est en étroite relation avec I'hypophyse et contribue a faire le lien
entre le systeme nerveux central et le systeme endocrinien. L’hypothalamus est également impliqué dans la
régulation de I'appétit et de la dépense énergétique (Coll and Yeo, 2013). Il est composé de plusieurs sous-
régions, mais on peut grossiérement distinguer I'nypothalamus postérieur de I'hypothalamus antérieur. La
partie postérieure est impliquée dans la thermogenése, alors que la région antérieure de I'hypothalamus

participe a la thermolyse.

De fagon plus détaillée, lors d’'une sensation de froid, les afférences glutamatergiques des thermorécepteurs
de la peau passent par la corne dorsale de la moelle épiniére et stimulent les interneurones GABAergiques du
noyau préoptique médian (MnPO) (voie complete schématisée dans la Figure 9) (Labbé et al., 2015b;
Morrison et al., 2012). Ces derniers inhibent les neurones GABAergiques de la zone préoptique (POA) de
I'hypothalamus, qui projettent vers la zone dorsomédiale de I'hypothalamus (DMH) : leur inhibition sur les
neurones glutamatergiques de la DMH est donc diminuée. Ces derniers vont alors projeter vers la médulla
ventromédiale rostrale (RVM), plus précisément dans le noyau du raphé pallidus rostral (RPar), ou les
neurones glutamatergiques vont stimuler les neurones pré-ganglionnaires du systéme nerveux sympathique
dans le noyau spinal intermédiolatéral (IML). Finalement, les afférences sympathiques post-ganglionnaires
vont relacher la norépinephrine dans les terminaisons synaptiques situées sur les adipocytes du tissu adipeux
brun (TAB); le neurotransmetteur va alors stimuler les récepteurs 3 adrénergiques et induire en bout de ligne
la production de chaleur par les mitochondries du TAB (décrit plus bas) ainsi que la lipolyse au sein des
adipocytes blancs (Cannon and Nedergaard, 2004). Il faut toutefois noter que I'activation du TAB ne joue pas
un role prépondérant dans la thermogenése chez I'adulte, la quantité de TAB chez I'humain étant limitée

(discuté plus bas).

A linverse, la sensation de chaleur active les thermorécepteurs spécifiques de la peau et induit une réponse

opposée a celle de la sensation de froid, c'est-a-dire une inhibition des neurones sympathiques innervant le
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TAB. Cette réponse se réalise en empruntant la méme voie centrale que décrite ci-dessus, mais en stimulant

des neurones différents. En effet, la principale différence est que les afférences périphériques
glutamatergiques stimulent les neurones glutamatergiques du MnPO, qui activent subséquemment les

neurones GABAergiques de la POA, qui vont alors inhiber les voies subséquentes (Figure 8) (Morrison et al

2012).
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Figure 9. Schéma de la voie de régulation centrale de la thermogenése du tissu adipeux brun
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Abréviations : 5HT : sérotonine; AC : acétylcholine; BAT SC: neurone sensible au chaud; CD: corne
dorsale; DMH : noyau dorsomédian de I'hypothalamus; GABA : Acide y-aminobutyrique; GLU : glutamate;
iBAT : tissu adipeux brun interscapulaire; IML : colonne intermédiolatérale de la moelle épiniere; LHA :
hypothalamus latéral; MnPO : noyau préoptique médian; MPO : noyau préoptique médial; MVL : médulla
ventrolatérale; NA : noradrénaline; NTS : noyau du tractus solitaire; PBLd : noyau parabrachial latéral (dorsal);
PBLle : noyau parabrachial latéral (latéral externe); PVH : noyau paraventriculaire de I'hypothalamus; RPar :
noyau du raphé pallidus rostral; TRPV1/3 et TRPM8 : transient receptor potential V1/3 and M8. Tiré de la
thése du Dr Monge-Roffarello, adapté et traduit de (Morrison et al., 2012).

L’hypothalamus est également impliqué dans le rythme circadien de la température. En effet, le noyau
suprachiasmatique de I'hypothalamus est synchronisé avec I'environnement: le noyau suprachiasmatique
recoit des afférences rétiniennes, ce qui lui permet de synchroniser 'activité de ses neurones en fonction de la
lumiére pergue par l'individu (Brown and Piggins, 2007; Ralph et al., 1990). Ce noyau joue un réle dans la
stimulation sympathique de différents organes tels que le TAB, mais aussi la glande thyroide, les reins, la

vessie et la rate (Bartness et al., 2001).

3.3 Régulation périphérique de la température corporelle

3.3.1 Thermolyse

La thermolyse désigne I'ensemble des mécanismes permettant de dissiper la chaleur et diminuer la
température corporelle (Kenny and Journeay, 2010). La chaleur corporelle s'évacue sous différentes fagons :
par radiation (transfert de chaleur sous forme d'ondes), convection (transfert de chaleur vers un gaz ou un
fluide de plus basse température), conduction (transfert de chaleur par contact), ou évaporation (transfert de

chaleur par la transformation d’un liquide en vapeur) (Krau, 2013; N. A. S. Taylor, 2014).

Dans des conditions normales, la température corporelle se dissipe principalement sous le phénoméne de
radiation, mais cette perte est compensée par la chaleur produite par le métabolisme, maintenant ainsi un
équilibre (Mekjavic and Eiken, 2006). En revanche, en condition d’hyperthermie, le corps va utiliser en premier
lieu la convection : lorsque la température corporelle augmente, les vaisseaux sanguins périphériques vont se

dilater afin d’augmenter la surface d’échange pour diffuser la chaleur vers I'environnement (Mack et al., 1995).
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Cette vasodilatation entraine une augmentation de la quantité de sang au niveau périphérique et une
augmentation de la pression artérielle. Le débit sanguin cutané peut atteindre 6 litres par minute en condition
de stress thermique intense, alors qu'il est de 300 ml par minute en condition normale (Smith and Johnson,
2016). Dans un deuxiéme temps, c'est I'évaporation sous forme de sueur (transpiration) qui intervient pour
évacuer la chaleur chez 'Homme. Tout ceci est, comme la thermogenése, régulé par le systéme nerveux
sympathique (Madden and Morrison, 2018). Toutefois, toutes les voies au niveau du contréle central ne sont

pas encore connues (Smith and Johnson, 2016).

Chez le rongeur, la vasodilatation au niveau de la queue est le principal mécanisme de thermolyse (Fischer et
al., 2016; Warner et al., 2013; A. A. Young and Dawson, 1982). Une étude récente a montré qu'une mauvaise
régulation de la vasoconstriction de la veine caudale chez la souris déficiente en thermorécepteur TRPMS,
sans déficit de thermogenése, est responsable de I'hypothermie et d’'une diminution de la capacité

d’adaptation a une exposition au froid (Reimindez et al., 2018).

Dans les premiéres phases de I'hyperthermie induite par une fievre, le systéme immunitaire s’active et conduit
a l'augmentation de la température corporelle nécessaire a I'élimination des pathogénes. Il semblerait que le
TAB participe également & cette augmentation de température au stade précoce de la pyrexie (Cannon and
Nedergaard, 2004). En effet, son activité est augmentée dans les trois premiéres heures de figvre (Harris et
al., 1985). Pour expliquer ce phénomeéne, des études ont montré qu'une injection de la prostaglandine E2
(PGE2), produite par le systeme immunitaire en réponse a un pathogéne, active le TAB en quelques minutes
seulement (Amir and Schiavetto, 1990; Ootsuka et al., 2008; Steiner et al., 2006).

3.3.2 Thermogenése et tissu adipeux brun

Il existe deux types de thermogenése : la thermogenése dite obligatoire et la thermogeneése dite facultative ou
adaptative. La premiére désigne la production de chaleur issue du métabolisme basal du corps, c’est-a-dire
produite par les réactions métaboliques libérant de la chaleur (Silva, 2006). La thermogenése facultative
regroupe quant a elle la chaleur produite par les muscles (activité physique ou thermogenése avec frissons),
par la digestion (thermogenése induite par I'alimentation) et par le TAB (thermogenése sans frissons), plus
connu sous le nom de graisse brune (Cannon and Nedergaard, 2004; D. Richard and Picard, 2011). Cette

section va se concentrer sur la thermogenése sans frissons du TAB.

Le TAB est présent en grande quantité chez les rongeurs et les animaux qui hibernent, principalement au

niveau interscapulaire (Cannon and Nedergaard, 2004). Chez 'Homme, on le retrouve au stade embryonnaire
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et chez le nourrisson au niveau interscapulaire et supraclaviculaire principalement (Cypess et al., 2013;
Enerbéck, 2010). Son rble et son activité ont longtemps été négligés chez I'adulte, jusqu’en 2009, date a
laquelle plusieurs études simultanées ont mis en évidence pour la premiére fois que ce tissu était
fonctionnellement actif chez I'humain adulte, grace a la technique de TEP couplée a la tomodensitométrie
(TEP-TDM) au "®F-FDG (Cypess et al., 2009; van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009). Cette
découverte majeure a relancé les recherches sur ce tissu adipeux particulier, notamment dans le domaine du
diabéte et de 'obésité, comme discuté a la section 3.4 (Dulloo, 2011; Hanssen et al., 2015a; Mattson, 2010;
Xiao et al., 2015).

Le TAB est composé d'adipocytes bruns qui contiennent de nombreuses mitochondries et gouttelettes
lipidiques de petite taille. Il est donc morphologiquement différent du tissu adipeux blanc dont les adipocytes
sont composés de grosses vacuoles lipidiques et de peu de mitochondries (Figure 10) (Saely et al., 2012).
Ces deux tissus se distinguent principalement par leur fonction, I'un stockant I'énergie (blanc) et l'autre
l'utilisant pour produire la chaleur (brun) (D. Richard and Picard, 2011). Le TAB est également trés
vascularisé, permettant ainsi une rapide diffusion de la chaleur produite vers le reste du corps par le systéme
sanguin (Orava et al., 2011). La protéine uncoupling protein 1 (UCP1) est le marqueur caractéristique du TAB
(Nedergaard et al., 2001).

et NS |
Figure 10. Morphologie des tissus adipeux blancs et bruns.

Coloration des cellules adipeuses a 'hématoxyline et éosine. A : tissu adipeux blanc ; B : tissu adipeux brun.
Extrait de (Esteve Rafols, 2014).

De récentes études ont rapporté un type de tissu adipeux intermédiaire entre le blanc et le brun: le tissu
adipeux beige (Harms and Seale, 2013). En effet, des adipocytes blancs exprimant la protéine UCP1 sont

retrouvés au sein de la masse adipeuse d’animaux ayant une activité thermogéne augmentée (Poher et al.,
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2015). Toutefois, ce tissu intermédiaire semble étre peu recruté en condition de stimulation adrénergique chez

le rongeur, ou du moins de maniére plus limitée par rapport au TAB pur (Labbé et al., 2016).

Lors de la production de chaleur, la norépinephrine est relachée par les boutons synaptiques du systéme
nerveux sympathique provenant de I'hypothalamus (décrit en 3.2.2). Le neurotransmetteur stimule les
récepteurs B3 adrénergiques (RB3A) situés a la surface des adipocytes bruns. Par une cascade d’activation, il
se produit alors une lyse des triglycérides contenus dans les adipocytes bruns, une activation dUCP1 (ou
thermogénine) sur la membrane interne des mitochondries. Cette protéine va créer un découplage de la
pompe & proton des mitochondries conduisant a la production de chaleur (Figure 11) (Cannon and
Nedergaard, 2004; Golozoubova et al., 2001).
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Figure 11. Cascade d’activation de la thermogenése du tissu adipeux brun.

Abréviations : AGL: acide gras libre ; AMPc: adénosine monophosphate  cyclique ; LHS: lipase
hormonosensible ; NE : norépinephrine ; PKA : protéine kinase A ; RB3A : récepteur B3 adrénergique ; TG :

triglycérides ; UCP1 : uncoupling protein 1.

Le volume et l'activité du TAB sont modulés par différents facteurs. Chez 'Homme, il est plus difficile de
détecter l'activité du TAB par TEP chez les adultes et les personnes &gées (Cypess et al., 2009; Rogers,
2014). Le pourcentage de détection diminue également lorsque le poids de l'individu est élevé (Pfannenberg
et al., 2010; van Marken Lichtenbelt et al., 2009), et lorsque ce dernier est diabétique (Ouellet et al., 2011). A
linverse, les femmes présentent un TAB plus actif et plus volumineux que les hommes (Cypess et al., 2009;

Ouellet et al., 2011; Pfannenberg et al., 2010).
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3.4 Stimulation de la thermogenése : cible thérapeutique

pour les maladies métaboliques

La quantité de TAB est trés hétérogéne dans la population humaine. Certaines études distinguent d’ailleurs les
sujets « TAB positifs » et « TAB négatifs » (Nedergaard et al., 2010). Ainsi, plusieurs scientifiques sont
critiques quant a la possibilité de stimuler efficacement ce tissu pour des applications thérapeutiques.
Toutefois, de nombreuses études animales et humaines ont montré des effets bénéfiques dans le cadre de
diabéte ou d’obésité (Tableau 3) (Schrauwen and van Marken Lichtenbelt, 2016). En effet, le TAB consomme
beaucoup d'énergie pour produire de la chaleur : il est estimé que 60 g de ce tissu chez I'adulte pourrait briler
a lui seul environ 4 kg de tissu adipeux en un an (Virtanen et al., 2009). Son activation est donc une cible
intéressante pour rétablir le débalancement énergétique, mais aussi pour diminuer la résistance a I'insuline
(de Souza and Burkey, 2001; Orava et al., 2011; Roberts-Toler et al., 2015). Différentes méthodes permettent
de stimuler lactivité de thermogenése du TAB: les deux principales sont les expositions au froid et

l'administration d’agonistes des RB3A.

3.4.1 Les expositions au froid

Lorsque la température ambiante diminue, la thermogenése avec frissons, effectuée par contraction rapide
des muscles squelettiques, s'active (Silva, 2006). Celle-ci intervient au début du processus de thermogenése
adaptative en réponse a une exposition au froid, puis la thermogenése sans frissons effectuée par le TAB
prend peu a peu le relais (Cannon and Nedergaard, 2010; Cypess et al., 2012; S. Lim et al.,, 2012). La
captation du glucose par le TAB est grandement augmentée et la perfusion sanguine de ce tissu est doublée

en condition de froid afin de dissiper la chaleur produite a travers le corps (Orava et al., 2011).

L’humain vivant majoritairement dans des conditions de thermoneutralité, par les vétements et I'habitat, le TAB
n’‘est que peu souvent mis & contribution, méme dans les pays nordiques. Néanmoins, une premiére étude en
1981 sur 11 individus a montré une plus importante quantité de TAB chez des sujets Finlandais travaillant a
I'extérieur comparativement aux sujets contréles (Huttunen et al., 1981). Depuis, plusieurs études ont montré
que la température extérieure influence I'activité et donc la détection du TAB par imagerie chez I'humain
(Hanssen et al., 2015a; Ouellet et al., 2011; van Marken Lichtenbelt et al., 2009). Il est estimé que la détection
du TAB chez I'adulte en dessous de 40 ans pourrait atteindre les 100% si le TEP était effectué aprés
stimulation par une exposition & une basse température (Leitner et al., 2017; Orava et al., 2011; Rogers, 2014;

Virtanen et al., 2009). De récentes études ont montré que les expositions au froid permettaient d’augmenter la
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dépense énergétique et le métabolisme du glucose chez l'individu obése ou sain (Tableau 3) (Hanssen et al.,
2015a; Virtanen et al., 2009). Une étude a méme démontré que l'acclimatation au froid permettait
d’augmenter la sensibilité¢ a l'insuline de prés de 40% chez des sujets atteints de DT2 en augmentant la

translocation du transporteur GLUT4 au niveau du muscle (Hanssen et al., 2015b).

Des études animales ont montré que les expositions au froid, mais aussi la stimulation chronique des RB3A
(voir section suivante), permettaient non seulement d’augmenter la capacité de thermogenése des animaux
ainsi que de corriger les désordres métaboliques (Tableau 3), mais aussi d'augmenter le nombre d’adipocytes
bruns actifs. En effet, le TAB est composé de plusieurs cellules progénitrices, prétes a se différencier en
adipocyte brun. Leur différenciation est activée par la stimulation adrénergique lors d’'une diminution de
température (Bronnikov et al., 1999; Cannon and Nedergaard, 2004; D. Richard et al., 2010). Ainsi, des
expositions répétées a une basse température permettent de stimuler le TAB de maniére réguliére et
d’augmenter son volume et son activité, de fagon assez similaire au muscle lors d’'un entrainement physique
répété (Labbé et al., 2015a; Ravussin et al., 2014). Deux méthodes permettent de stimuler chroniquement la
thermogenése par le froid : des expositions courtes répétées au froid (4°C ou 10°C pour les rongeurs ; 15-
16°C pour 'Homme) ou bien une diminution progressive de la température ambiante (diminution d’'un degré

par jour jusqu'a 10 ou 4°C) (Tableau 3).

Les expositions au froid vont donc avoir un effet global sur la stimulation de la thermogenése adaptative du
corps. De récentes études ont dailleurs montré que le muscle était également capable d'effectuer la
thermogenése sans frissons en réponse a une exposition au froid grace a la présence d’une protéine

découplante similaire a UCP1 : la sarcolipin (Bal et al., 2012; Pant et al., 2015; Rowland et al., 2015).

3.4.2 Les agonistes des récepteurs 33 adrénergiques

Le systéme central de contrle de la thermorégulation peut étre court-circuité en allant stimuler directement les
RB3A des adipocytes bruns. Les RB3A étaient considérés comme atypiques par rapport aux récepteurs p1 et
B2 dans les années 80. Le premier & avoir cloné le RB3A humain est le Dr Laurent Emorine (Emorine et al.,
1989). Il étudia ses caractéristiques pharmacologiques et le compara aux récepteurs B1 et 2. Ce récepteur
est une protéine de 408 acides aminés composée de 7 domaines transmembranaires (Figure 12) (Ursino et
al., 2009). |l fait partie de la famille des récepteurs couplés a la protéine G, comme les B1 et 2. Les RB3A de
rat et d’humain ont 79% d’homologie, mais les domaines transmembranaires, responsables de la liaison au

ligand, sont identiques & 94% (Ursino et al., 2009).
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Figure 12. Représentation schématique du récepteur B3 adrénergique.

Extrait de (Ursino et al., 2009).

Ce récepteur est exprimé principalement par les adipocytes bruns, mais également dans la vessie, le systéme
digestif et dans le cerveau (cortex, I'hippocampe, hypothalamus et tronc cérébral) (B. A. Evans et al., 1996;
Summers et al., 1995). Toutefois, son réle physiologique dans le SNC est assez peu connu. Une étude a
montré que la stimulation des RB3A cérébraux par I'administration intracérébroventriculaire d’un agoniste
reproduisait les effets métaboliques d’une administration périphérique (J. E. Richard et al., 2017). De plus,
certains agonistes des RB3A possédent des effets antidépresseurs en augmentant la quantité de tryptophane
au cerveau ainsi que la synthése de la sérotonine (Claustre et al., 2008; Consoli et al., 2007). C’est ainsi que
I'agoniste SR58611A (Amibegron®) a été testé en clinique jusqu'en phase 3 pour la dépression, mais n'a

finalement pas été commercialisé (NCT00252330).

Pour étudier les RB3A, plusieurs molécules ont été développées dans les années 80 dans le but de mimer les
effets de la norépinephrine sur les RB3A (Tableau 2). lls sont chacun plus ou moins sélectifs des B3 par
rapport aux B1 et B2, situés quant a eux au niveau du cceur, des muscles lisses vasculaires et bronchiques
principalement. Pour plusieurs compagnies pharmaceutiques, I'objectif est donc de développer un agoniste le
plus sélectif possible des B3 chez 'humain afin de stimuler spécifiquement le TAB sans effets secondaires
(tels que I'hypertension) comme traitement pour le diabéte et I'obésité. Dans les études précliniques, le plus

couramment utilisé aujourd’hui est le CL-316,243 (Tableau 3) (J. D. Bloom et al., 1992). Il est trés spécifique

47



pour les RB3A par rapport aux autres récepteurs adrénergiques (B1: 2 :p3=0:1:100 000) (Yoshida et al.,
1994). De nombreuses études animales ont montré ses effets bénéfiques pour augmenter la dépense
énergétique, améliorer la tolérance au glucose et diminuer la résistance a l'insuline dans différents modéles
animaux de diabéte et d'obésité (plusieurs sont référencées dans le Tableau 3). Cette molécule a également
été testée chez 'humain sur 14 hommes sains (Weyer et al., 1998). Cette étude a montré une augmentation
de la sensibilité a l'insuline aprés 4 semaines de traitement (1500 mg/jour) sans effets secondaires. En
revanche, apres 8 semaines, les effets étaient nettement diminués, et accompagnés d’une réduction

inattendue des concentrations plasmatiques de la molécule.

Agoniste ATl moII)éC:SIsaire (E)SI? 83 AT Y2 vie

g empirique (0a) P o) | BIIB2IBT (Ki, M) 2
Norepinephrine |  CsHiiNOs 169 74 4300 / 26400 / 3570 25
minutes

Isoproterenol C11H17NO3.HCI 247 13 1570/ 458 | 224 2 minutes

BRL-37344 C19H21NO4CINa 386 6 287 /1750 /1120 2 heures

CL-316,243 C20H1sCINNa207 465 3 3/30000/100 000 16 heures
YM-178

(mirabegron) Ca1H2sN4O2S 396 22 40/1300/4200 50 heures

Tableau 2. Différents agonistes des récepteurs B3 adrénergiques.

Informations extraites de (Atgié et al., 1997; Hoffmann et al., 2004; Simard et al., 1994; Tanaka et al., 2003;
Weyer et al., 1998).

Le seul agoniste des RP3A qui ait passé les différentes phases d’essai clinique pour le moment est le
mirabegron (Myrbetrig®), qui est indiqué pour le traitement de la vessie hyperactive & une dose de 50 mg
(Chapple et al., 2014b; Chapple and Siddiqui, 2017; Shin et al., 2019; Yamaguchi et al., 2018). Toutefois, cet
agoniste semble avoir d'autres applications intéressantes. En effet, 'équipe du Dr Aaron M. Cypess, qui a mis
en évidence la présence de TAB actif chez 'adulte, a récemment montré qu'une seule dose de 200 mg de
mirabegron permettait de stimuler ce tissu chez I'adulte (Cypess et al., 2015). En revanche, cette dose quatre
fois supérieure a la dose utilisée en clinique induit des effets cardiovasculaires indésirables. Une récente
étude sur 17 volontaires a investigué les effets cardiovasculaires de doses de 50 a 200 mg de mirabegron
(Loh et al., 2018). La dose de 100 mg était efficace pour augmenter la dépense énergétique et la température

supraclaviculaire (indiquant une activité de thermogenése du TAB) sans effets secondaires cardiovasculaires.
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Une autre étude sur 12 individus a montré des effets métaboliques pour la dose de 200 mg mais pas de la
dose de 50 mg (Baskin et al., 2018). Toutefois, d’autres études cliniques sont nécessaires pour confirmer ces

effets sur une plus grande population et sur des sujets atteints de maladies métaboliques.

Traitement Modeéle Observations Référence
Rongeur
A dépense énergétique
- rise alimentaire
CL-316,243 Souris femelles Gl Garilova 2000

(1 mg/kg/jour, 17 jours) A production d'insuline
= poids, W masse adipeuse

A\ activation TAB

Acclimatation au froid Souris A dépense énergétique
(4°C, 4 h, 3 fois / C57BL/6J, diete A prise alimentaire Ravussin 2014
semaine, 10 semaines) riche en gras A= tolérance au glucose
= poids

A\ activation TAB

CL-316,243 Souris A dépense énergétique
(1 mg/kgfjour, 4 A prise alimentaire Xiao 2015
. C57BL/6J .
semaines) A tolérance au glucose

= poids

A\ activation TAB

Acclimatation au froid . A dépense énergétique
(10°C, 21 jours) Rats Wistar A métabolisme du glucose

A métabolisme des lipides

Labbé 2015

A activation TAB
= poids, W masse adipeuse

( mCl/-l;3/1' 6&4%%) RatsL\é\llJl/séar et A métabolisme du glucose Poher 2015
kgl 1) A métabolisme des lipides
W hyperinsulinémie
(0 1Mr:§/ti<zg§gﬂe) Cg%lr_llse J A activation TAB Roberts-Toler 2015
CL-316.243 Souris A métabolisme du glucose
(1 mglkgliour, 3 diabétiques A m;ta$“sme des d'.'p'des Kumar 2015
semaines) (MKR) - poids, ¥ Masse adipeuse
W hyperinsulinémie
CL-316,243 Souris A= actvation TAS
i) = prise alimentaire Labbé 2016
(1 mg/kglj, 14 jours) C57BL/6J = poids, W masse adipeuse
. . . . A activation TAB
Acclimatation au froid Souris S . .
0 . A prise alimentaire Labbé 2016
(10°C, 14 jours) C57BL/6J = poids, W masse adipeuse
W prise alimentaire
853;6%{/3) Ratgaswﬁgge' WV poids Richard 2017

A libération d’insuline
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Humain

2 h/jour, 5 fois par
semaine, 4 semaines)

W thermogenése avec frisson

Exposition au froid 24 hommes A activation TAB van Marken
(16°C, 2 h) sains ou obéses A dépense énergétique Lichtenbelt 2009
Exposition au froid . . A activation TAB ,

(17-19°C, 2 h) 5 sujets sains Détection ¢'UCP1 dans TAB Virtanen 2009
Exposition au froid 97 su . * act|vat]on TAB 0 2011
(17-19°C, 2 h) sujets sains N erense énergétique rava 20

’ Détection dUCP1 dans le TAB
Exposition au froid . . »
. - A dépense énergétique
(18°C (gomplnalson 6 sujets sains WV température de la peau Ouellet 2012
conditionnée par _ X :
o = thermogenése avec frisson
liquide), 2h)
Acclimatation au froid 17 sujets sains A activation TAB
(15°C,2a6 h/jour, (9 femmes, 8 A dépense énergétique van der Lans 2013
10 jours) hommes) WV température de la peau
Exposition au froid 12 hommes A dépense energetique
(T° limite pour ; W température de la peau Chondronikola 2014
frissonnement, 3-8 h) sains A sensibilité a linsuline
, , o A activation TAB
Acchgnatatlon.au roid 8 sujets A dépense énergétique Hanssen 2015
(15°C, 6 h/jour, 10 diabétiques A sensibilité a l'insuline (Nat Med)
jours) A\ GLUT4 dans le muscle
A\ activation TAB
; ; : A dépense énergétique
A(ﬁcgl%atgtf 7j23rfr%j 10 sujets WV température de la peau Hanssen 2015
Jours) obeses A GLUT4 dans le muscle (Diabetes)
A\ pression artérielle
12 hommes A activation TAB
Mirabegron, 200 mg . A dépense énergétique Cypess 2015
sains : S
A\ pression artérielle
Acclimatation au froid A\ dépense énergétique
(10°C (combinaison), 9 hommes sains WV température de la peau Blondin 2017

Tableau 3. Effet de la stimulation de la thermogenése sur les désordres métaboliques dans des

modeéles animaux et chez ’'Homme.

*Effet secondaire détecté. Abréviations : GLUT4 : transporteur du glucose 4; ICV : intracérébroventriculaire;

TAB : tissu adipeux brun; UCP1 : uncoupling protein 1.
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3.4.3 Le tissu adipeux brun : un organe endocrinien

Ces derniéres années, le réle du TAB s’est largement développé par la découverte de la fonction endocrine de
ce tissu (Villarroya et al., 2017). Non seulement le TAB est capable de consommer du glucose et des lipides
pour produire de la chaleur, mais il serait également capable de communiquer avec les différents organes,
dont le cerveau, en sécrétant des molécules de signalisation appelés des « batokines » (par analogies aux

adipokines, molécules sécrétées par le tissu adipeux blanc).

Brown/beige

adipocyte
( )
—\® AN
IGFBP2 O S
* FGF21
« FGF21 * NRG4 *IL-6
*|L-6
. BMP8b

o Slltz_c ° ”_-6

\ 4 A / A J Y
Bone White adipose Brain Liver Pancreas Heart

Figure 13. Les différentes « batokines » sécrétées par le tissu adipeux brun et leurs organes cibles.

Extrait de (Villarroya et al., 2017). Abréviations : BMP8b : bone morphogenetic protein 8b; FGF21 : fibroblast
growth factor 21; IGF1 : insulin-like growth factor 1; IGFBP2 : insulin-like growth factor binding protein 2; IL-6 :
interleukine 6 ; Slit2-C : Slit homolog 2, C fragment.

Le TAB est notamment capable de sécréter le facteur de croissance des fibroblastes 21 (FGF21) lorsqu'il est
stimulé par le froid (Hondares et al., 2011). FGF21 est une hormone qui joue un réle crucial dans la régulation
du métabolisme, notamment en exergant une action hypoglycémiante (Bookout et al., 2013; Ni et al., 2015).
Les sujets diabétiques peuvent développer une résistance a FGF21, de maniére similaire a linsuline
(Benomar et al., 2016; Markan et al., 2017). D’ailleurs, de nombreuses études ont montré que I'administration
de FGF21 ou de ses analogues permettait de corriger les désordres métaboliques dans des modéles animaux
de diabéte (Andersen et al., 2015; Kim et al., 2015; Sarruf et al., 2010; Schlein et al., 2016). Ainsi, l'idée

d'utiliser cette hormone comme un normoglycémiant dans le cadre du DT2 pour remplacer l'insuline a été
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investiguée, mais I'effet n'était pas considéré suffisant chez le primate par rapport aux autres médicaments

pour poursuivre les études cliniques (Kharitonenkov and Adams, 2014).

De fagon intéressante, une récente étude cellulaire suggere que FGF21 pourrait avoir un réle neuroprotecteur
contre I'excitotoxicité glutamatergique et la toxicité d’Ap (Amiri et al., 2018; Sa-Nguanmoo et al., 2016a). Au
niveau animal, FGF21 permet de renverser les déficits cognitifs induits par une diéte riche en gras saturés
chez la souris et le rat (Sa-Nguanmoo et al., 2016b; Q. Wang et al., 2018) et de réduire les lésions de la BHE
(Kuroda et al., 2017; Yu et al., 2018).
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4 Thermorégulation et maladie d’Alzheimer

Il est bien connu que des déficits métaboliques sont observés dans la MA et sont liés au développement de la
pathologie comme discuté plus haut. En revanche, peu d’études ont investigué le lien entre thermorégulation
et MA. Pourtant, le déficit de thermorégulation chez les personnes agées est décrit depuis longtemps, la
plupart des études sur le sujet étant relativement anciennes. Mais surtout, il existe maintenant une littérature
scientifique conséquente sur le fait que la température corporelle influence les marqueurs neuropathologiques

de la MA. Ces différents aspects seront présentés dans cette section.

4.1 Déficits de thermorégulation chez les personnes agées

Le phénomene de vieillissement améne avec lui plusieurs changements conséquents pour le fonctionnement
général du corps. Tout d’abord, avec I'dge, le métabolisme énergétique central et périphérique diminue peu a
peu (Frisard et al., 2007; Rizzo et al., 2005). Ce qui est également frappant est que les personnes agées
présentent un déficit de thermorégulation : il se caractérise par une difficulté a ressentir les changements
thermiques et a évaluer la température ambiante (Florez-Duquet and McDonald, 1998; Van Someren et al.,
2002). Il a également été rapporté que le cycle circadien était perturbé chez les personnes agées (Weinert,
2000), et qu'il I'était d'autant plus chez les personnes atteintes de démence (Weldemichael and Grossberg,
2010). De fagon plus marquée, le retour a la normale de la température corporelle suite & une exposition au
froid se fait de maniere plus lente avec I'dge (Degroot and Kenney, 2007) : les personnes agées mettent en
moyenne 30% plus de temps pour retrouver leur température orale initiale aprés ingestion d’'eau glacée
(Sugarek, 1986).

Ces déficits pourraient étre en partie expliqués par le fait que ces individus auraient de plus importantes pertes
de température corporelle car leur vasoconstriction, permettant de limiter la diffusion de la température a
travers la peau lors d’'une exposition au froid, serait moins efficace que les personnes plus jeunes (Florez-
Duquet and McDonald, 1998; Richardson et al., 1992). D’autre part, I'activité du systéme nerveux sympathique
de la peau en réponse aux variations de la température est diminuée dans cette population : ils auraient donc
plus de difficulté a ressentir les changements de température ambiante (Grassi et al., 2003). Mais surtout,

avec l'age, l'activité et le volume du TAB diminuent grandement (Cypess et al., 2009; Graja and Schulz, 2015).
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Les déficits de thermorégulation des personnes &gées limitent leur capacité a réajuster leur température
corporelle a un niveau optimal et pourrait donc expliquer pourquoi les personnes agées présentent une
diminution de leur température corporelle. En effet, quelques études ont rapporté que la température
corporelle moyenne des personnes agées était plus basse que les personnes plus jeunes (Hoshino et al.,
2007; Howell, 1975). Une étude sur 100 participants &gés de plus de 65 ans vivant dans le méme
environnement a montré que dans plus de 90% des cas, leur température orale en début, milieu et fin de
journée se trouvait sous les 37°C (Gomolin et al., 2005). Une autre étude sur plus de 400 sujets &gés de 15 a
84 ans a montré que la température axillaire des sujets de plus de 55 ans était plus basse que celle des
groupes plus jeunes (Hoshino et al., 2007). D’ailleurs, cette population dgée est plus a risque d’hypothermie :
selon une étude effectuée en Grande-Bretagne, environ 9% des personnes &gées ont une température
corporelle un demi degré sous 35°C, limite clinique de I'hypothermie (Fox et al., 1973). En revanche, une
étude sur 93 sujets agés de 62 a 96 ans n'a pas mis en évidence de corrélation négative entre I'age et la

température corporelle (Marion et al., 1991).

Il faut noter que ces études présentent des biais de méthode. En effet, la plupart se basent sur des mesures
de température orale, qui peut étre influencée par ce que la personne vient de manger ou boire, et n'est
qu'assez peu corrélée a la température interne (Sund-Levander and Grodzinsky, 2013). Les personnes agées
ayant frequemment une température moyenne plus basse que 37°C, comme mentionnée plus haut, la fievre
devrait étre vérifiée en clinique avec d’autres variables comme la présence de la protéine C réactive dans le
sang par exemple et non pas seulement a l'aide d'une prise de la température corporelle (Hoshino et al.,
2007). De plus, la température est souvent prise & un seul moment de la journée (le matin). Comme la
température suit un rythme circadien, suivre la température corporelle en continue tout au long des 24 heures
apporterait beaucoup plus d'informations quant a la fluctuation de la température corporelle chez les
personnes agées. Pour réellement comprendre le déficit de thermorégulation des personnes agées, il faudrait
réaliser des études longitudinales avec des mesures de la température en continue et en ambulatoire. Ceci
peut étre réalisé par exemple avec des sondes de télémétrie, sur une période de plusieurs jours et dans un
environnement contrélé du mieux que possible, idéalement sur une population de personnes &gées hébergées

dans le méme établissement de santé.
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4.2 Déficits de thermorégulation dans la maladie

d’Alzheimer

L’age étant le principal facteur de risque de la MA, les perturbations de thermorégulation ont également été
observées dans la population atteinte de la MA. En effet, plusieurs études rapportent un cycle circadien
perturbé chez les sujets atteints de démence, ainsi qu'une plus grande amplitude de variation de la
température corporelle (Harper et al., 2004; Satlin et al., 1995; Weldemichael and Grossberg, 2010). Le
rythme circadien de la pression artérielle est également perturbé chez les sujets Alzheimer comparativement
aux sujets sains (Chen et al., 2013). De plus, une étude sur 237 sujets &gés de plus de 65 ans a montré que le
statut de démence influencait la température rectale et tympanique prise le matin (Sund-Levander and
Wahren, 2002). Toutefois, il n’y a pas vraiment de consensus sur I'effet de la MA sur la température corporelle
moyenne : certaines études rapportent une diminution de la température corporelle chez les sujets atteints de
la MA, tandis que d'autres présentent l'inverse ou aucun changement (“Body temperature as a risk factor for
Alzheimer's disease,” 2000; Harper et al., 2001; Klegeris et al., 2007; Prinz et al., 1992; Touitou et al., 1986;
Volicer et al., 2001). Cette inconsistance des résultats dépend de nouveau de la méthode et du moment de la
prise de température, mais également du stade de la MA et des symptdbmes neuropsychologiques associés
(Okawa et al, 1991). En effet, certains patients présentent une grande agitation et des troubles
comportementaux pouvant influencer leur locomotion. D’autre part, les troubles du sommeil sont fréquents
dans cette population et peuvent affecter le rythme circadien (Klaffke and Staedt, 2006; Lushington et al.,
2000; Most et al., 2012).

Récemment, une étude a analysé les résultats de trois grandes études observationnelles, regroupant les
données de plus de 3000 sujets et a montré une variation des scores cognitifs, du diagnostic clinique et de la
quantité d’Ap42 dans le LCR en fonction des saisons de 'année (A. S. P. Lim et al., 2018). Plus précisément,
les auteurs ont observé que pendant les saisons plus froides de I'année (printemps et hiver), les scores
cognitifs étaient moins bons, il y avait un plus grand nombre de diagnostic de MA et une plus basse quantité
d’AB42 dans le LCR que durant I'été et 'automne. Bien qu'une étude longitudinale de grande échelle soit
nécessaire pour confirmer ces résultats, ceci suggére que la MA pourrait étre influencée par les saisons et la

température extérieure.

Quelques études animales ont mis en évidence un déficit de thermorégulation dans des modeles murins de la
MA. La souris 3xTg-AD présente des troubles dans le rythme circadien avant méme que la neuropathologie
soit significativement détectée dans leur cerveau (Sterniczuk et al., 2010). Ceci est caractérisé notamment par
une température moyenne plus élevée que les souris contrbles a 6 et 10 mois d’ége, accompagnée d’une

augmentation de l'activité locomotrice de ces animaux (Knight et al., 2013). Un autre modéle animal de
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pathologie amyloide présente une diminution de la température corporelle de fagon age-dépendant, par
rapport aux animaux contréles, a I'dge de 20 mois (Huitrén-Reséndiz et al., 2002). De fagon intéressante, un
groupe a montré que le poids du TAB était diminué dans la souris 3xTg-AD (Garcia-Mesa et al., 2012). Plus
récemment, notre équipe a montré que la 3xTg-AD présentait une diminution de la température corporelle
avec I'age et 'avancée de la neuropathologie : la différence était significative a partir de I'dge de 12 mois, age
ou la neuropathologie est bien installée dans le cerveau des animaux (Vandal et al., 2016). Ces études
suggerent que le développement de la neuropathologie Alzheimer affecte les processus de régulation de la
température corporelle. A l'nverse, les mécanismes impliqués dans la thermorégulation peuvent moduler la

MA comme le décrit la section suivante.

4.3 Thermorégulation et maladie d’Alzheimer : arguments

issus d’études animales

Le lien entre diminution de température corporelle et phosphorylation de la protéine tau a été mis en évidence
par plusieurs travaux. En effet, des études sur des modéles animaux (rats et souris) montrent que
hypothermie, induite par une anesthésie ou un jelne prolongé, conduit a une augmentation de
I'hyperphosphorylation de la protéine tau dans le cerveau (Planel et al., 2004; 2007). Selon ces études,
I'hyperphosphorylation est non seulement associée a 'augmentation de l'activité de plusieurs kinases, mais
aussi et surtout a l'inhibition de I'activité de la protéine phosphatase 2A (PP2A). Cette augmentation de la
phosphorylation est trés rapide et drastique : il est estimé que pour une diminution de 1°C de température

corporelle, la phosphorylation de la protéine tau est augmentée de 80% (Planel et al., 2007).

Plus récemment, deux études ont montré que la hausse de phosphorylation de la protéine tau dans deux
modéles animaux de diabéte (les souris db/db et ob/ob) était induite par I'hypothermie, apparaissant de fagon
age-dépendant dans ces souris (El-Khoury et al., 2016; Gratuze et al., 2017a). En effet, le retour a la
normothermie de ces souris par une exposition a une température de 34°C pendant une heure permet de
réduire 'hyperphosphorylation sur la plupart des sites de la protéine tau. L’hypothermie et les déficits de
thermorégulation étant également fréquents dans la population diabétique (B. W. Foster, 1869; Neil et al.,
1986; Scott et al., 1987), ces études proposent une explication originale au fait que les individus diabétiques

ont plus de risque de développer la MA.

De fagon intéressante, cette augmentation de I'hyperphosphorylation de la protéine tau a également été

observée dans le cerveau d'animaux qui hibernent (Arendt et al., 2003; Stieler et al., 2011), et donc diminuent
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drastiquement leur métabolisme et leur température corporelle pendant un certain temps. Une étude chez
I'écureuil terrestre de l'arctique a montré que différents sites de phosphorylation de la protéine tau sont
impliqués, tandis que la glycogéne synthase kinase 3 (GSK3p) est d’avantage présente sous sa forme
inactive (Stieler et al., 2011). Toutefois, dans ces modéles d’hibernation, I'hyperphosphorylation de la protéine
tau n'est que transitoire et revient & la normale dés la sortie de la torpeur (Arendt and Bullmann, 2013). Ce
mécanisme semble plutdt étre un phénomene neuroprotecteur en réponse a ce changement physiologique

dans ce cas-ci.

En revanche, il est possible qu’un tel retour & la normal ne soit pas retrouvé chez les personnes agées. En
effet, les cas de troubles cognitifs et déliium post-opératoire suggérent que I'anesthésie peut avoir des
répercussions a long terme sur les ainés (Ancelin et al., 2001; Fodale et al., 2010; Papon et al., 2011). En ce
sens, plusieurs études animales ont montré que 'anesthésie augmentait la phosphorylation de la protéine tau
(Planel et al., 2009; 2008; Tan et al., 2010). En effet, 'anesthésie affecte la régulation de la température
corporelle : 'hypothermie induite par I'anesthésie serait donc responsable de ses effets délétéres dans le
cerveau (Lenhardt, 2010). Certains ont montré que le maintien de la température corporelle des animaux sous
anesthésie permettait de maintenir des niveaux de phosphorylation de tau normaux et de contrer les effets
néfastes de 'anesthésie (Planel et al., 2007). En revanche, d’autres ont observé que méme en condition de
normothermie, I'exposition a 'anesthésie augmentait la phosphorylation de la protéine tau (Le Freche et al.,
2012). De maniére intéressante, bien que les effets d’'une seule exposition d'une heure soient transitoires,
l'exposition répétée a I'anesthésie induit une hyperphosphorylation persistante a long terme chez la souris. De
plus, quelques études proposent que les anesthésiants aient un effet direct sur l'activité des kinases

impliquées dans la phosphorylation de tau (Run et al., 2010).

Finalement, nous avons récemment montré un déficit de thermorégulation chez la souris 3xTg-AD survenant a
partir de I'age de 12 mois (Figure 14A) (Vandal et al., 2016). De fagon surprenante, une seule exposition aiglie
au froid de 24 heures a 4°C augmente la phosphorylation de tau de fagon plus importante chez les souris
3xTg-AD comparativement aux souris non-transgéniques. De plus, 'exposition au froid augmente de deux fois
le ratio AB42/AB40 et la quantité ’APP dans le cortex des souris 3xTg-AD de 12 mois (Figure 14B,C). A
linverse, augmenter leur température corporelle de 0,5°C en les exposant & un environnement thermoneutre
(28°C) pendant une semaine diminue le déficit cognitif, 'anxiété et la pathologie amyloide de souris 3xTg-AD
de 20 mois (Figure 14D-G) (Vandal et al., 2016). Ces résultats montrent pour la premiére fois que les
changements de température externe, recrutant ainsi les mécanismes de thermorégulation de I'animal,

affectent a la fois le comportement et la neuropathologie Alzheimer dans un modéle murin de la MA.
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Figure 14. Effets d’expositions au froid et a thermoneutralité chez la souris 3xTg-AD.

(A) La souris 3xTg-AD développe spontanément une baisse de la température corporelle avec I'dge. Une
exposition au froid (4°C) de 24 heures augmente (B) la phosphorylation de tau dans le cortex de souris 3xTg-
AD et NonTg de 12 mois et (C) les niveaux d’APP et le ratio AB42/Ap40 dans le cortex de souris 3xTg-AD de
12 mois. Une semaine d’exposition & une température thermoneutre (28°C) augmente (D) la température
corporelle, (E) améliore la mémoire de reconnaissance, (F) diminue I'anxiété et (G) la quantité de peptides
ApB42 insolubles dans le cortex de souris 3xTg-AD de 20 mois. Adapté de (Vandal et al., 2016).

Abréviations : NonTg: souris non-transgéniques; 3xTg-AD: souris triple transgéniques; APP : protéine
précurseur de 'amyloide.
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Hypothéses et objectifs

1 Hypothéses

La majorité des études précliniques et cliniques sur la MA s’est concentrée sur la diminution des pathologies
amyloides et tau. Toutefois, les dogmes proposant que la cascade amyloide et la pathologie tau sont les
causes du développement de la MA ont été bousculés au cours de ces derniéres années. Un retour en arriére
vers I'étude des potentielles causes de la maladie est nécessaire afin de découvrir de nouvelles cibles

thérapeutiques pour la MA.

Puisque que I'dge avancé est extrémement important pour le déclenchement de la maladie, mieux
comprendre les mécanismes moléculaires associés au vieillissement pourrait nous permettre d’élucider
certains aspects de la pathogenése de la MA. Bien que peu d’études soient disponibles sur le lien entre
thermorégulation et MA, des études animales ont permis d'établir clairement le lien entre diminution de
température corporelle et hyperphosphorylation de la protéine tau dans le cerveau. D’autre part, le déficit de
thermorégulation survenant chez les personnes agées est également bien documenté. Ainsi, le fait que les
personnes agées aient plus de difficulté & réguler leur température corporelle pourrait expliquer pourquoi elles

sont plus a risque de développer la MA.

Intervenir sur la thermorégulation pourrait étre une stratégie doublement intéressante : les désordres
métaboliques contribuent a la pathogenése de la MA, et le déficit de thermorégulation, du moins dans les
modéles animaux, accentue la neuropathologie Alzheimer. La stimulation de la thermogenése ayant fait ses
preuves comme outil thérapeutique pour les maladies métaboliques, stimuler la thermorégulation pourrait étre

bénéfique pour la MA en corrigeant a la fois les désordres métaboliques et les déficits de thermorégulation.

Notre hypothése générale est que le déficit de thermorégulation des personnes &gées contribue au
développement de la MA et que le corriger permettrait de réduire a la fois les désordres métaboliques, la
neuropathologie et les déficits cognitifs associés a la MA. De plus, étudier le lien entre thermorégulation et MA

nous permettrait peut-étre de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la MA.

Comme discuté dans la fin de lintroduction, notre équipe a montré que la pathologie Alzheimer induite
génétiquement dans un modéle animal de la MA (la souris 3xTg-AD) aggrave I'hyperphosphorylation de la

protéine tau induite par une exposition au froid. Mais qu’en est-il du facteur de I'age, qui est le principal facteur
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de risque de la MA ? Quels seraient les effets d'une intervention visant a améliorer les mécanismes de

thermorégulation, plus précisément la thermogenése du TAB, sur la pathologie Alzheimer ?

2 Objectifs

Pour répondre a ces questions, nous avons utilisé la souris afin d'intervenir sur la thermorégulation et d'étre
capable d’analyser directement les effets sur le cerveau de ces mémes animaux. Le choix d'utiliser la souris
3xTg-AD s’est basé sur nos précédentes études, montrant que ce modéle murin de la MA présente des
désordres du métabolisme et de la thermorégulation associés a I'évolution des pathologies tau et amyloide.
Comme l'apparition des déficits cognitifs et de la neuropathologie est trés progressive dans cet animal, nous
avons sélectionné des animaux agés, permettant de prendre en compte le vieillissement dans nos études.
Finalement, ce modéle nous a permis d'évaluer l'effet de nos interventions sur les deux marqueurs

neuropathologiques principaux de la MA.

L'objectif général de cette theése est de déterminer si la thermorégulation pourrait étre une nouvelle cible
thérapeutique pour le traitement de la MA. Plus précisément, nous avons cherché a savoir si 'augmentation
de l'activité de thermogenése permettait de moduler la pathologie Alzheimer dans un modéle murin de la

maladie.

2.1 Objectif spécifique 1

Nous avons précédemment montré que la neuropathologie de la MA était un facteur aggravant
I'hyperphosphorylation de tau en réponse a une exposition au froid. Notre premier objectif était de déterminer
si '4ge était un facteur influengant le lien entre température corporelle et hyperphosphorylation de la protéine

tau.

Nous avons comparé l'effet d'une exposition aigie au froid (24 heures, 4°C) sur la phosphorylation de tau

dans le cortex de souris jeunes (6 mois) et &gées (18 mois) non-transgéniques. Nous avons également vérifié
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I'effet de cette exposition au froid sur la température et I'activité du TAB des animaux. Finalement, nous avons

mesuré les différentes kinases et phosphatases impliquées dans la phosphorylation de la protéine tau.

2.2 Objectif spécifique 2

Par la suite, nous avons réalisé deux études dont le but était de déterminer l'effet de la stimulation de la
thermogenése du TAB sur la neuropathologie des souris 3xTg-AD. Pour cela, nous avons utilisé deux

approches différentes.

Dans un premier temps, nous avons utilisé des expositions répétées au froid, une méthode globale et non
pharmacologique. Nous voulions déterminer si cette méthode d’acclimatation au froid permettait de protéger

les souris 3xTg-AD agées des effets déléteres d’une exposition aiglie au froid.

Nous avons exposé des souris 3xTg-AD agées de 15 mois a de courtes expositions au froid de fagon répétée
(4 heures & 4°C, 5 fois par semaine) pour une durée totale d’'un mois, avant de les présenter & une exposition
aigue au froid (24 heures a 4°C). Nous avons comparé ce groupe a un groupe de souris contréles restées a la
température d’hébergement (22°C) tout au long de I'expérience, et a un groupe de souris ayant regu une
seule exposition aiglie au froid (24 heures & 4°C). Nous avons déterminé l'effet de lintervention sur la
capacité de thermogenése et la tolérance au glucose des animaux. Nous avons également mesuré les
niveaux de phosphorylation de la protéine tau et de peptides AB40 et Ap42 dans I'hippocampe des souris
3xTg-AD agées. Finalement, nous avons évalué la production de FGF21 en réponse aux expositions au froid

répétées ou aigles.

2.3 Objectif spécifique 3

Dans un second temps, nous avons utilisé une approche pharmacologique par I'administration chronique d’un
agoniste des RB3A. Cette deuxiéme méthode vise directement les RB3A présents sur le TAB sans stimulation
du systéme nerveux sympathique. Nous voulions savoir si I'activité de thermogenése du TAB permettait de
diminuer la neuropathologie et les déficits cognitifs des souris 3xTg-AD agées, et si les agonistes des RB3A

pouvaient étre utilisés dans le traitement de la MA.

Nous avons administré le CL-316,243 & une dose de 1 mg/kg par jour ou du salin pour une durée d'un mois a

des souris non-transgéniques et 3xTg-AD. Nous avons utilisé des souris agées de 16 mois afin d’évaluer
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l'effet du traitement & un &ge avancé. Nous avons d’abord évalué l'effet de I'agoniste sur les paramétres
métaboliques des animaux, puis sur la température corporelle et I'activitt du TAB. Nous avons effectué
plusieurs tests comportementaux afin de déterminer si le traitement avait des conséquences sur la locomotion,
I'anxiété et la mémoire de reconnaissance des différents groupes de souris. Finalement, les pathologies tau et

amyloides ont été quantifiées dans I'hippocampe des animaux.
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Chapitre 1: L’age avancé potentialise Ila
phosphorylation de tau induite par le froid : lien
entre déficit de thermorégulation et maladie
d’Alzheimer.
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1.1. Résumé

Les déficits de thermorégulation coincident avec le pic d'incidence de la maladie d’Alzheimer (MA) a un age
avancé. Une basse température corporelle augmente la phosphorylation de tau (pTau), un marqueur
neuropathologique de la MA. Pour déterminer si 'dge avancé potentialise pTau induite par le froid, nous avons
comparé I'effet d'une exposition au froid (4°C, 24h) sur des souris de 6 et 18 mois. La température corporelle,
l'activité du tissu adipeux brun et pTau sur la Ser202 aprés I'exposition étaient similaires entre les souris
jeunes et gées. En revanche, seules les souris &gées avaient une augmentation de pTau sur les Thr181 et
Thr231, corrélant avec leur température corporelle. L'inactivation de GSK3p chez les souris jeunes suggere
un mécanisme protecteur contre pTau induite par le froid. Ces résultats suggerent que I'age avancé confére
une plus grande susceptibilité & pTau suivant un changement de la température, contribuant & augmenter le

risque de MA.

1.2. Abstract

Thermoregulatory deficits coincide with a rise in the incidence of Alzheimer's disease (AD) in old age. Lower
body temperature increases tau phosphorylation, a neuropathological hallmark of AD. To determine whether
old age potentiates cold-induced tau phosphorylation, we compared the effects of cold exposure (4°C, 24h) in
6- and 18-month-old mice. Cold-induced changes in body temperature, brown adipose tissue activity and
phosphorylation of tau at Ser202 were not different between 6- and 18-month-old mice. However, following
cold exposure, only old mice displayed a significant rise in soluble tau pThr181 and pThr231, which was
correlated with body temperature. Inactivation of GSK3p was more prominent in young mice, suggesting a
protective mechanism against cold-induced tau phosphorylation. These results suggest that old age confers
higher susceptibility to tau hyperphosphorylation following a change in body temperature, thereby contributing

to an enhanced risk of developing AD.

1.3. Introduction

Aging is by far the most important risk factor of Alzheimer’s disease (AD) (Querfurth and LaFerla, 2010; Rocca
et al., 2011b; Ziegler-Graham et al., 2008). Even familial forms of the disease are rarely expressed clinically
before the fifth decade of life (Ridge et al., 2013). Thus, a better understanding of how old age contributes to

AD pathogenesis will likely provide critical clues on potential treatments. Strikingly, thermoregulatory deficits
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appear at the same time in life when the incidence of AD greatly increases (Degroot and Kenney, 2007;
Florez-Duquet and McDonald, 1998). In fact, mean body temperature in the elderly has been long known to be
lower than in young people and below 37°C (Gomolin et al., 2005; Hoshino et al., 2007; Howell, 1975),
increasing their risk of hypothermia (Fox et al., 1973; Whittington et al., 2010). Furthermore, several other
parameters linked to thermoregulation are affected in the elderly: energy metabolism (Cunnane et al., 2011;
Frisard et al., 2007), thermogenic activity of brown adipose tissue (BAT) (Cypess et al., 2009), ability to
recover after cold exposure (Florez-Duquet and McDonald, 1998; Sugarek, 1986) and circadian cycles of body

temperature (Weinert, 2010).

Preclinical investigations in animal models have brought potential mechanisms coupling thermoregulatory
deficits to AD pathogenesis. Most prominently, hypothermia in mice has been repeatedly shown to increase
tau phosphorylation and pathology in the brain (Planel et al., 2009; 2004; Vandal et al., 2016), one of the main
neuropathological markers of AD (Cowan and Mudher, 2013; Frost et al., 2014; Tremblay et al., 2007).
Although the link between lower body temperature and tau phosphorylation was evidenced in multiple

experiments, to our knowledge, no study investigated the role of age in this mechanism.

Since the appearance of thermoregulation deficits coincides with a higher incidence of AD and that a lower
body temperature has been repeatedly shown to increase tau phosphorylation (Arendt, 2003; Planel et al.,
2007; Whittington et al., 2010), we aimed to verify whether this post-translational mechanism was potentiated
in old mice compared to younger mice. Using 6- and 18-month-old mice exposed to 4°C during 24 hours, we
found that cold exposure led to a higher increase in soluble phosphorylated tau in old compared to young
mice. In parallel, only young mice displayed higher levels of the inactivated form of glycogen synthase kinase
3B (GSK3p) in the cortex following cold exposure, suggesting that GSK3p inactivation is a potential protective

mechanism against tau hyperphosphorylation that is lost in old animals.

1.4. Methods

1.4.1. Animals and cold exposure

All experiments were performed in accordance with the Canadian Council on Animal Care and were approved
by the Institutional Committee of the Centre Hospitalier de I'Université Laval (CHUL). 6- and 18-month-old
C57BL6/129SvJ mice produced at our animal facility were used in equal number of males and females in each
group. One animal per cage was housed at 4°C or 22°C during 24 hours. Body temperature was determined
rectally with an electronic thermometer coupled with a rectal probe before and after exposure at the same hour

of the day (8 a.m.). All mice were kept under their housing temperature (4°C or 22°C) until sacrifice by
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intracardiac perfusion as described elsewhere (Julien et al., 2009). Although it is known that anesthesia has an
effect per se on body temperature (Lenhardt, 2010), all mice were put under deep anesthesia with
ketamine/xylazine injection (100 mg/kg ketamine, 10 mg/kg xylazine) for ethical reasons. Rapidly,
interscapular brown adipose tissue and brain were dissected and frozen at -80°C until processing for Western
blot. In a separate experiment, we found that exposure to 4°C for 24 hours prior to anesthesia significantly
aggravated the ketamine-induced decrease in body temperature (-3.231£0.64°C, n=7) compared to exposure

to room temperature (-1.61£0.59°C, n=7).

1.4.2. Protein extraction and Western immunoblotting

The protein extraction method results in a TBS-soluble intracellular and extracellular fraction (cytosolic
fraction), a detergent-soluble fraction (membrane fraction) and a detergent-insoluble fraction solubilized in
formic acid as previously described (Lebbadi et al., 2011). The detailed method for Western immunoblotting is
described elsewhere (Vandal et al., 2014b). The list of primary antibodies used in our experiments is available
in supplementary Table 1.1. All brain homogenates from the same experiment were put on the same gel but

consecutive bands were not taken for all representative photo examples.

1.4.3. Quantitative real-time PCR

The expression level of uncoupling protein 1 (UCP1) mRNA was determined in brown adipose tissue using a
reverse transcription real-time quantitative polymerase chain reaction (QPCR). Frozen brown adipose tissues
were powderized and 10 mg of each sample was homogenized in 1mL QIAzol lysis reagent (Qiagen, Valencia,
CA, USA) to which was added 200 pL chloroform (J.T. Baker, Center Valley, PA, USA). RNA was extracted
with an RNeasy lipid tissue mini kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). The High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit with random hexamer primers and MultiScribe Reverse Transcriptase (Life Technologies,
Burlington, ON, Canada) was used to synthesize complementary DNA (cDNA) according to the instructions
from the manufacturer. Then, TagMan gPCR primers were used to amplify mouse UCP1 (TagMan Gene
Expression Assays, Mm01244861_m1 from Life Technologies) and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH, Mm99999915_g1, Life Technologies) as the housekeeping gene. Reactions were
prepared in triplicates and cycle threshold (Ct) values were measured using a real-time qPCR cycler (MxPro-
Mx3005P, Agilent Technologies, Mississauga, ON, Canada) in 96-well optical plates covered with optical
adhesive film. Each run contained a “no template” control for both genes. The delta delta Ct (ddCT) method
was used to evaluate differences in relative gene expression between groups using GAPDH as a control gene.

Results are presented as ratios of UCP1/GAPDH cDNA on control group.
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1.4.4. Statistical analysis
Data are presented as means + SEM or as relative change observed in cold-exposed mice compared to
control mice. Statistical analysis and number of mice per group are specified in each Figure. Bartlett's tests
were used to rule out inequality of variances between the groups. One-way (one independent variable) or two-
way ANOVA (two independent variables) were used when more than two groups were compared. ANOVAs
were followed by Tukey’s post-hoc analysis in case of equal variance or by a Dunnett's post-hoc analysis in
case of unequal variances. An unpaired Student’s t-test was performed when only two groups were compared,
with a Welch correction when variances were not equal. Correlations between variables were investigated
using linear regression analyses. All statistical analyses were performed with Prism 5 (GraphPad software,
San Diego, CA, USA) or JMP (version 12.1.0; SAS Institute Inc., Cary, IL) software and statistical significance

was set at p<0.05.

1.5. Results

1.5.1. Enhanced cold-induced phosphorylation of soluble tau in old mice
compared to young mice.

Cold exposure at 4°C is a classical method to study non-shivering thermogenesis in rodents (Cannon and
Nedergaard, 2010; S. Lim et al., 2012). Thus, we first confirmed that cold exposure induced a decrease in
body temperature and an increase in thermogenesis, as indexed by the enhanced ratio of UCP1 on GAPDH
expression in BAT compared to animals maintained at 22°C. However, no significant differences in body

temperature or BAT activation were detected between 6- and 18-month-old mice (Fig. 1.1A-B).

Given the importance of tau phosphorylation in AD pathogenesis (Cowan and Mudher, 2013; Frost et al.,
2014; Querfurth and LaFerla, 2010; Tremblay et al., 2007), we then assessed the extent by which cold
exposure potentiates the phosphorylation of key epitopes. We found that 18-month-old mice displayed a
greater hyperphosphorylation of tau in response to cold exposure. More specifically, although cold exposure
increased the phosphorylation of tau at epitopes pSer396/404 in young mice (+40%) and pSer202 in both 6-
and 18-month-old mice (+101% and +132%, respectively), only old mice displayed an increase in pThr181 and
pThr231 (+41% and +61%, respectively) (Fig. 1.1C-D). Two-way ANOVA further confirmed the upregulating
effect of a lower temperature on phosphorylated tau species in the soluble fraction (P = 0.0001 for pSer202; P
= 0.026 for pThr231 and P = 0.031 for pThr181).

Interestingly, the phosphorylation of soluble tau in response to cold exposure was correlated with body

temperature suggesting that both events are linked. In fact, we found that tau pSer202 was correlated with
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body temperature in both 6- and 18-month-old mice (r?=0.16 and 0.43, respectively) (Fig. 1.1E). However,
phosphorylation levels of soluble tau at pThr231 and pThr181 were correlated with body temperature only in

old mice (r2= 0.29 and r?=0.47, respectively), not in young ones (Fig. 1.1F-G).

1.5.2. GSK3p inactivation in young but not in old mice.
Since tau phosphorylation is regulated by kinases and phosphatases (J.-Z. Wang et al., 2013), we next
measured several of these key enzymes in cortex homogenates of young and old mice. No significant changes
were found in main phosphatases and kinases (Fig. 1.1I-L) after exposure to 4°C, although two-way ANOVA
revealed that older age was associated with a higher pAKTSer473/AKT ratio (P = 0.038). In particular, the
activated form of GSK3p (pTyr216) was unchanged by cold exposure in both young and old mice. However,
the inactivated form (pSer9) was 49% higher in cortex homogenates of 6-month-old mice exposed to cold

compared to those at room temperature, a finding not observed in 18-month-old mice (Fig. 1.1K-L).

1.6. Discussion

In the present study, we do not only confirm previous observations suggesting that lower body temperature
increases the phosphorylation of soluble tau in the cerebral cortex of cold-exposed mice (Planel et al., 2007;
Vandal et al., 2016), but we more importantly propose that old age worsens this phenomenon. We also
identified that a loss of protective kinase-related mechanisms could underlie the observed higher tau
phosphorylation in old mice. These findings provide a potential mechanistic explanation on how old age
promotes the translation of thermoregulatory deficits into aggravated AD-like neuropathology, thereby

shedding light on why old age is the main risk factor for AD.

The cerebral accumulation of hyperphosphorylated tau is considered as one of the main neuropathological
hallmarks of AD (Frost et al., 2014; Querfurth and LaFerla, 2010). Our first series of investigations focused on
indexing the hyperphosphorylation status of soluble tau, which is thought to precede pathological aggregation
and formation of intraneuronal NFT (Avila et al., 2004; Buée et al., 2000). In particular, pThr231 tau is believed
to initiate the tau hyperphosphorylation cascade (Martin et al., 2011). Further supporting the relevance of the
phosphorylation of soluble tau to AD symptoms, we previously showed that both pSer396/404 and pThr231
tau correlate with ante-mortem cognitive performance in AD, mild cognitive impairment (MCI) and non-

demented subjects from the Rush religious Order study (Bennett et al., 2004; Calon et al., 2015). The present
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data corroborate previous reports of increased tau phosphorylation following reduction in body temperature:
tau phosphorylation at pSer202, pThr231 and pThr181 are all increased in hibernators (Arendt et al., 2003),
whereas pSer202 and pThr181 tau in murine brain were consistently shown to be increased after an
anesthesia-induced decrease in body temperature (Planel et al., 2007; Run et al., 2009). Interestingly, reduced
body temperature correlated with increased phosphorylation of soluble tau, further strengthening the link
between a lower body temperature and a higher phosphorylation of soluble tau species, especially at older

ages.

The phosphorylation of tau is regulated by several kinases in vivo, such as cdk5, CAMKII and JNK (J.-Z. Wang
et al., 2013), but GSK3p is the most prominent (Kremer et al., 2011; Takashima, 2006). We found that 6-
month-old mice, following cold exposure, not only displayed a smaller increase in soluble tau phosphorylation
compared to old animals, but also showed higher levels of the inactivated form (pSer9) of GSK3. Similar
signs of GSK3p inactivation are found in the forebrain of hibernating squirrels compared to summer-active
animals (Su et al., 2008). A possible interpretation is that young mice prevent the pathological increase in tau

phosphorylation by reducing the activity of GSK3p.

In summary, the present results suggest that a 2°C decrease in body temperature enhances tau
phosphorylation in the brain cortex more importantly in old mice compared to young ones. From this, it could
be speculated that the 0.5°C reduction of body temperature reported in the elderly (between people 65 to 74
years of age and people over 85 years of age) (Gomolin et al., 2005) could promote the phosphorylation of tau
in the brain over time and contribute to AD pathogenesis (Whittington et al., 2010). If true, this would mean that
old age confers a higher susceptibility to changes in body temperature, thereby enhancing the risk of
developing AD. Finally, a defect in kinase deactivation in old age stands as a potential mechanism linking
thermoregulation and tau phosphorylation. In the light of these results, it is postulated that improving natural

thermoregulatory mechanisms in the elderly could be a novel therapeutic strategy for AD.
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Figure 1.1. Cold exposure increases phosphorylation of soluble tau more importantly in old mice,

while inactivating GSK3p only in young mice.

(A) Body temperatures of 6- and 18-month-old mice after exposure to 4°C or 22°C during 24 hours were

determined using a rectal probe. (B) Ratio of UCP1 on GAPDH gene expression in BAT, as quantified with

gPCR. (C, D) Relative changes in soluble tau phosphorylation measured by Western blot in cortex

homogenates at different sites: pSer202, pThr231, pThr181, pSer396/404 (total soluble tau was unchanged).
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(E-H) Correlations between soluble tau pSer202, pThr231, pThr181 and pSer396/404 measured by Western
blot in cortex homogenates and body temperatures measured with a rectal probe of 6- and 18-month-old mice.
Relative changes in (I, J) phosphatases and (K, L) kinases of 6- and 18-month-old mice exposed to 4°C
compared to mice exposed to 22°C during 24 hours measured by Western blot in the cytosolic fraction of
cortex homogenates. No change was found between 6- and 18-month-old mice. Data are shown as mean +
SEM. Data from the rectally-assessed body temperature and the BAT content of UCP1 mRNA were compared
using an one-way ANOVA followed by a Tukey's post-hoc analysis: p<0.05; “p<0.01. Percent change =
((value 4°C — mean 22°C) / mean 22°C) x 100. Data from mice exposed to 4°C were compared with those
exposed to 22°C using unpaired t-tests: #p<0.05; #p<0.01. Pearson’s coefficients (r?) were determined using
linear regression: ‘p<0.05; “p<0.01. PP2B: protein phosphatase 2B; PP1: protein phosphatase 1; PP2Ac:
protein phosphatase 2A, catalytic subunit; GSK3p: glycogen synthase kinase 3B; AKT: protein kinase B; JNK:
c-Jun N-terminal kinase; CAMKII: calmodulin-dependant protein kinase Il; cdk5: cyclin-dependant kinase 5;

p39: protein kinase 35; p25: protein kinase 25.

1.9. Supplementary data

Antibody Clone Specificity Host |Source

Actin B-actin Mouse [Applied Biological Materials (Richmond, BC, Canada)
AKT polyclonal |AKT a.a. 345-480 Rabbit [Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)
AKT (phospho) polyclonal |AKT, phosphorylated at Ser-473 Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
CAMKII 6G9 CAMK2 alpha subunit (alpha, béta and gamma isoforms) Mouse [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
CAMKII (phospho) polyclonal |CAMK2, phosphorylated at Thr-286 Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

Cdk5 polyclonal |peptide mapping at the C-terminus of Cdk5 of human origin Rabbit [Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)
GSK3B Rat GSK-3p aa. 1-160 Mouse |BD Biosciences (Missi 1ga, ON, Canada)

GSK3p (phospho) polyclonal |GSK3p, phosphorylated at Ser-9 Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
GSK3 (phospho) polyclonal |GSK3B, phosphorylated at Tyr-216 Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

JNK polyclonal |Whole SAPK/JNK protein Rabbit |Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

JNK (phospho) polyclonal |p46/p54 SAPK/JNK, phosphorylated at Thr-183 and Tyr 185 Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
p35/25 (C64B10) polyclonal _|C-terminus of p35 Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

PP1 monoclonal |Full-length PP1-a Mouse [Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)
PP2AC polyclonal |PP2A catalytic subunit (a and B isoforms) Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
PP2Ac methylated monoclonal |methylated form of PP2A catalytic subunit Mouse |EMD Millipore (Billerica, MA, USA)

PP2AC demethylated |monoclonal [unmethylated c-terminal region of the PP2A catalytic subunit Mouse [Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)
PP2B polyclonal _|Whole Calcineurin A protein (alpha, béta and gamma isoforms) |Rabbit |Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

Tau (total) polyclonal _|c-terminal region of tau protein Rabbit [Dako (Burlington, ON, Canada)

Tau (phospho) AT180 Tau, phosphorylated at Thr-231 Mouse [Pierce Endogen Inc. (Rockford, IL, USA)

Tau (phospho) AT270 Tau, phosphorylated at Thr-181 Mouse [Pierce Endogen Inc. (Rockford, IL, USA)

Tau (phospho) CP13 Tau, phosphorylated at Ser-202 Mouse |Generous gift from Peter Davies

Tau (phospho) PHF1 Tau, phosphorylated at Ser-396 and Ser-404 Mouse [Generous gift from Peter Davies

Supplementary Table 1.1. Antibodies used in the study.
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Chapitre 2: Les expositions répétées au froid
protéegent un modéle murin de Ila maladie
d’Alzheimer de la phosphorylation de tau induite
par le froid.
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1.1. Résumé

Le pic dincidence de la maladie d'Alzheimer (MA) survient au méme moment qu'un déficit de
thermorégulaton a un &ge avancé. Suggérant un lien entre les deux, Ihypothermie induit
I'hyperphosphorylation de tau (pTau). La stimulation du tissu adipeux brun (TAB) contrecarre les désordres
métaboliques. Pour vérifier si la stimulation du TAB pouvait interférer avec la neuropathologie Alzheimer, des
3xTg-AD de 15 mois ont recu des expositions répétées au froid (ERF), consistant & des expositions de 4h a
4°C, 5 fois par semaine pendant 4 semaines, tandis qu’un groupe est resté a 22°C. Les 3xTg-AD acclimatées
au froid présentaient une meilleure thermogenése et tolérance au glucose. Ces souris étaient complétement
résistantes a pTau induite par une exposition au froid de 24h. L'ERF augmentait les niveaux plasmatiques du
facteur de croissance 21, qui étaient corrélés avec les niveaux de pTau hippocampiques. Ces résultats

suggeérent qu'améliorer la thermogenése pourrait étre bénéfique dans la MA.

1.2. Abstract

Old age is associated with a rise in the incidence of Alzheimer’'s disease (AD) but also with thermoregulatory
deficits. Indicative of a link between the two, hypothermia induces tau hyperphosphorylation. The 3xTg-AD
mouse model not only develops tau and amyloid pathologies in the brain, but also metabolic and
thermoregulatory deficits. Brown adipose tissue (BAT) is the main thermogenic driver in mammals and its
stimulation counteracts metabolic deficits in rodents and humans. We thus investigated whether BAT
stimulation impedes AD neuropathology. 15-month-old 3xTg-AD mice were subjected to repeated short cold
exposures (RSCE), consisting of 4-hour sessions of cold exposure (4 °C), five times per week for four weeks,
compared to animals kept at housing temperature. First, we confirmed that 3xTg-AD RSCE-trained mice
exhibited BAT thermogenesis and improved glucose tolerance. RSCE-trained mice were completely resistant
to tau hyperphosphorylation in the hippocampus induced by a 24-hour cold challenge. Finally, RSCE
increased plasmatic levels of fibroblast growth factor 21 (FGF21), a batokine, which correlated with
hippocampal tau phosphorylation. Overall, BAT stimulation through RSCE improved metabolic deficits and
completely blocked cold-induced tau hyperphosphorylation in the 3xTg-AD mouse model of AD

neuropathology. These results suggest that improving thermogenesis could exert a therapeutic effect in AD.
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1.3. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by disrupted cognitive functions and is
diagnosed neuropathologically by the presence of tau-laden neurofibrillary tangles and Ap-loaded plaques
(Tremblay et al., 2017; 2007). The principal risk factor for developing AD is unquestionably old age (Scheltens
et al., 2016). Therefore, a better understanding of pathological changes triggered by old age could reveal new
clues in AD pathogenesis. Among the changes that come with aging, thermoregulatory deficits are frequently
reported. Indeed, elderly individuals regulate their core temperature less efficiently than younger adults
(Degroot and Kenney, 2007), and many of them have subnormal body temperatures during the day (Collins,
1995; Gomolin et al., 2005), along with decreased basal metabolism (Frisard et al., 2007). Interestingly, the
appearance of defects in maintaining optimal body temperature roughly coincides with a rise in the incidence

of AD in this population.

Animal studies are providing new lines of evidence suggesting that thermoregulatory deficits contribute to AD
pathogenesis. It has been repeatedly shown in the rodent brain that a decrease in body temperature induces
tau hyperphosphorylation (Le Freche et al., 2012; Planel et al., 2009; 2004; Tournissac et al., 2017; Vandal et
al., 2016), one of the main neuropathological markers of the disease (Tremblay et al., 2017; 2007). Our studies
in animal models show that both aging and AD pathology potentiate the rise in tau phosphorylation following
acute exposure to cold (4 °C, 24h) (Tournissac et al., 2017; Vandal et al., 2016). For instance, compared to
non-transgenic mice, the 3xTg-AD mouse model of AD has a lower basal body temperature that worsens with
age and the progression of the neuropathology. Interestingly, cold exposure was shown to aggravate AD
neuropathology, while thermoneutrality (28 °C) improved both AD-related neuropathologies and cognitive

impairment (Tournissac et al., 2017; Vandal et al., 2016).

Thermoregulatory deficits can also be interpreted as part of the general metabolic failure that is believed to
occur in AD. Strong pathogenic links between AD and diabetes have been revealed in numerous reports in
recent years, as type 2 diabetes is now considered a risk factor for developing AD (Baglietto-Vargas et al.,
2016; Chatterjee et al., 2016). Reciprocally, AD patients display lower brain glucose metabolism and impaired
insulin signaling (An et al., 2018; Arnold et al., 2018). In addition, peripheral metabolic deficits have been
observed in animal models expressing AD neuropathology (Vandal et al., 2015b). Interestingly, mouse models
of diabetes and obesity also display thermoregulatory deficits associated with higher tau phosphorylation,
further supporting a close relationship between type 2 diabetes and AD (El-Khoury et al., 2016; Gratuze et al.,

2017a). Not surprisingly, numerous antidiabetic drugs have been tested for AD in preclinical and clinical
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studies, including insulin, thiazolidinediones, metformin and GLP-1 analogs (Vandal et al., 2014b; Yarchoan
and Arnold, 2014).

One promising strategy for simultaneously correcting thermoregulatory and metabolic deficits is through the
stimulation of brown adipose tissue (BAT) thermogenesis. BAT is the main thermogenic tissue in mammals. It
burns fat and glucose to produce heat that dissipates throughout the body via blood flow (Cannon and
Nedergaard, 2004). Hence, the activation of BAT has been considered as a potential drug target for type 2
diabetes and obesity for a long time (de Souza and Burkey, 2001), with renewed interest following the
demonstration that (i) BAT is functional in adults (Cypess et al., 2009) and (ii) BAT activity can be modulated
through cold exposure or drugs (P. Lee and Greenfield, 2015). In addition, active BAT has the remarkable
ability to improve glucose tolerance and insulin sensitivity (Chondronikola et al., 2014; Stanford et al., 2013).
Since older individuals experience a decrease in BAT activity (Ouellet et al., 2011), they are likely to benefit

the most from BAT stimulation.

BAT is not only a modulator of energy homeostasis, but is also an endocrine organ that secretes metabolic
regulators or adipokines, also called batokines, such as fibroblast growth factor 21 (FGF21), adiponectin, and
interleukin 6 (IL-6) (Villarroya et al., 2017). Interestingly, FGF21 was shown to reverse high-fat diet-induced
cognitive defects in rats (Sa-Nguanmoo et al., 2016b), reduce blood-brain barrier disruptions in db/db mice (Yu
et al., 2018), act as a neuroprotective agent against glutamate-induced excitotoxicity in primary rat brain

neurons (Leng et al., 2015; Z. Wang et al., 2016) and protect against AB42 toxicity in vitro (Amiri et al., 2018).

To our knowledge, no study has investigated the stimulation of BAT thermogenesis in the context of AD. Given
that BAT is involved in multiple pathways in AD pathogenesis, we hypothesized that correcting
thermoregulatory impairments through BAT stimulation could exert benefits on metabolic and
neuropathological endpoints in a mouse model of AD. Repeated short cold exposures (RSCE) is a
standardized procedure to stimulate BAT growth and activity that has been shown to increase energy
expenditure and improve glucose tolerance and insulin sensitivity in rodents (Labbé et al., 2016; Ravussin et
al., 2014; T.-Y. Wang et al., 2015) and humans (Blondin et al., 2014; Hanssen et al., 2015b; P. Lee et al,,
2014).

We thus applied RSCE to a mouse model of AD (the 3xTg-AD mouse) that reproduces both metabolic and
thermoregulatory deficits along with the development of tau and amyloid pathologies in the brain (Oddo et al.,
2003b; Vandal et al., 2016; 2015b; 2014b). Our objective was to determine whether stimulating BAT

thermogenesis could be a potential therapeutic strategy in AD.
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1.4. Methods

1.4.1. Animals and diet

Thirteen-month-old 3xTg-AD (APPswe, PS1m146v, taupsor) mice produced at our animal facility were used in
equal numbers of males and females in each group. Mice from our colony were fed the same chow (Teklad
2018, Harlan Laboratories, Canada) from breeding to 13 months of age. From 13 to 16 months, mice were fed
a 20% (w/w) of total fat diet to be more representative of a human “Western diet” and to potentiate metabolic
defects previously observed in old 3xTg-AD mice (Vandal et al., 2015b). The diet was manufactured by
Research Diets Inc. (New Brunswick, NJ) and is described in detail in Supplementary table 2.1. We used
purified diet formulations standardized to ensure consistency and eliminate batch-to-batch variations,
containing measured concentrations of macronutrients, vitamins, and minerals. All experiments were
performed in accordance with the Canadian Council on Animal Care and were approved by the Institutional

Committee at the Centre Hospitalier de I'Université Laval (CHUL).

1.4.2. Cold exposures

From 15 to 16 months, animals were housed one per cage to avoid mutual heating. A control group remained
at housing temperature (22 °C) for the duration of the study (Figure 2.1A). The “Acute” group underwent a 24-
hour period of exposure at 4 °C, without adaptation, just before sacrifice to assess thermoregulatory capacity.
A third group (“Repeated”) underwent RSCE consisting of 4-h exposure at 4 °C (from 10 a.m. to 2 p.m.), five
days per week for four weeks. This RSCE protocol sums up to a total of 18 4-h sessions of short exposure to
cold. Then, animals underwent a final 24-hour exposure at 4 °C (from 9 a.m. to 9 a.m., identical to the ‘Acute’
group) at the end of the fourth week (Figure 2.1A) (Labbé et al., 2016; Ravussin et al., 2014; T.-Y. Wang et al.,
2015). To minimize stress variability between the groups, all animals were moved from the housing room to
the room next to the cold chamber. Body temperature was determined using an electronic thermometer
coupled with a rectal probe before and after exposure at the same time of the day. All mice were sacrificed by
intracardiac perfusion at their respective temperatures (4 °C or 22 °C) as described previously (Vandal et al.,
2016). Although it is known that anesthesia affects body temperature (Lenhardt, 2010), all mice were put under
deep anesthesia with ketamine/xylazine i.p. injection (100 mg/kg ketamine, 10 mg/kg xylazine) for ethical
reasons a few minutes before intracardiac perfusion. Interscapular BAT, gastrocnemius muscles and brains

were rapidly dissected and frozen at -80°C until processed.

78



1.4.3. Glucose tolerance test

Glucose tolerance test (GTT) was performed after the fifteenth short cold exposure, or after three weeks of
RSCE, during the few days without short cold exposure (Figure 1A). “Control” and “Acute” groups were pooled
under the “Control” group because at the time of the GTT, “Acute” mice did not yet undergo the acute
exposure to cold (24h, 4 °C) and were still in the same conditions as the “Control” group (22 °C). In addition, it
was not possible to test the mice after the final 24-h acute cold exposure because mice were immediately
sacrificed at 4 °C. Sixteen-month-old 3xTg-AD non-exposed and RSCE mice (after the fifteenth exposure)
were fasted for 6 h. Glucose at 1 g/kg was injected i.p. and blood glucose was measured over a 2-h period
with a glucometer (OneTouch UltraMini; LifeScan, Milpitas, CA) using a blood drop sampled from the

saphenous vein.

1.4.4. Protein extraction

For the parieto-temporal cortex, protein extraction method results in a TBS-soluble intracellular and
extracellular fraction (cytosolic fraction), a detergent-soluble fraction (membrane fraction) and a detergent-
insoluble fraction (resuspended in formic acid) as previously described (St-Amour et al., 2014). For the
hippocampus, frozen samples were directly homogenized in a lysis buffer containing detergents that results in
a detergent-soluble fraction (cytosolic and membrane fraction). The pellets remaining from ultracentrifugation
were resuspended in formic acid (detergent-insoluble fraction). Proteins from the BAT and gastrocnemius

muscles were extracted in the lysis buffer only.

1.4.5. Western immunoblotting
The detailed method for Western immunoblotting is described elsewhere (Vandal et al., 2015b). The list of
primary and secondary antibodies used in our experiments is available in Supplementary Table 2.4.
Homogenates were all run on the same gel for each experiment. Proteins extracted from the hippocampus of
tau KO mice were added in immunoblotting experiments with tau antibodies as a negative control, as
described (Petry et al., 2014).
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1.4.6. Ap40 and AB42 quantification

For B-Amyloid ELISA, protein extracts from the parieto-temporal cortex were used. AB40 and Ap42 were
measured in TBS-soluble and detergent-insoluble fractions using a human B-Amyloid ELISA (Wako, Osaka,
Japan) according to the manufacturer’s instructions (St-Amour et al., 2014). Plates were read at 450 nm using

a SynergyTM HT multidetection microplate reader (Biotek, Winooski, VT).

1.4.7. Quantitative real-time PCR

The expression levels of uncoupling protein 1 (Ucp1, TagMan Gene Expression Assays, Mm01244861_mf1,
Life Technologies), Ffg21 (TagMan Gene Expression Assays, Mm00840165_g1, Life Technologies) and B2-
microglobulin (82mg, Mm00437762_m1, Life Technologies) mRNA were determined in BAT using a reverse
transcription real-time quantitative PCR (RT-qPCR) as previously described (Tournissac et al., 2017). The
delta delta Ct (ddCT) method was used to evaluate differences in relative gene expression between groups
using 82mg as the control gene. Results are presented as ratios of Ucp1/82mg or Fgf21/62mg cDNA in

relation to the control group.

1.4.8. FGF21 assay

Levels of FGF21 were determined in plasma sampled before intracardiac perfusion in non-fasted mice and in
BAT protein extracts using the mouse/rat FGF21 Quantikine ELISA kit (MF2100, R&D systems, Minneapolis,
MN).

1.4.9. Triglycerides assay

Levels of triglycerides were measured in plasma sampled before intracardiac perfusion in non-fasted mice
using the Thermo Scientific Triglycerides Reagent assay (TR22421, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA).

1.4.10. Histology and UCP1 immunostaining

Visceral (perirenal and epididymal) and subcutaneous (inguinal) fat pads were sampled and weighed.

Epididymal fat was post-fixed for 48 h in 4% paraformaldehyde (pH 7.4). Samples were then transferred in
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PBS until embedding in paraffin. Samples were sectioned in 10-um-thick slices and mounted. For adipocytes
quantification, slices were stained in hematoxylin and eosin (H&E) as described elsewhere (Vandal et al.,
2014b). Adipocytes area and number were quantified using ImageJ software (version 1.50i, NIH, Bethesda,
MA, USA). For UCP1 immunostaining, slices were first deparaffinized, followed by antigen retrieval with a
boiling 10 mM sodium citrate buffer (pH 6.0) for 30 min and inhibition of endogenous peroxidases with a 3%
hydrogen peroxide in methanol for 30 min. Mounted sections were then washed twice in PBS with 0.4% Triton
X-100 (PBS-T) and 1% horse serum for 10 min before blocking with 5% horse serum in PBS-T solution for 30
min. Slices were incubated overnight at 4 °C in a humid chamber with a rabbit UCP1 antibody (1:200,
Ab10983, Abcam, Cambridge, United Kingdom) in a 1% horse serum PBS-T solution. Sections were then
washed twice in PBS-T for 10 min before a 1-h incubation period with a goat anti-rabbit biotinylated antibody
(1:200, Jackson ImmunoResearch, PA, USA). Mounted sections were then washed twice in PBS-T and an
avidin/horseradish peroxidase complex (ABC Elite Kit; Vector Laboratories, Burlington, ON, Canada) was
added for 35 min following the manufacturer's guidelines. After two washes, a 0.3 mg/mL 3-amino-9-
ethylcarbazole (AEC) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and 0.03% hydrogen peroxide in acetate buffer was
added for detection. The reaction was stopped by extensive washings in PBS, and sections were then
coverslipped with Mowiol mounting medium. Images were taken with an EVOS® FL Auto Cell Imaging System
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Optical density was quantified with Imaged software (NIH,

version 1.50i).

1.4.11. Corticosterone ELISA

Corticosterone levels were measured in plasma sampled from the saphenous vein just before and after
moving to the cold chamber in non-fasted mice following the manufacturer’s instructions (Ab108821, Abcam,

Cambridge, United Kingdom).

1.4.12. Statistical analysis

Data are represented as a mean + standard error of the mean (SEM), except for Supplementary table 2.2 and
2.3 in which data are presented as mean * standard deviation (SD). The statistical analysis and the number of
mice per group are specified in each figure. Bartlett's tests were used to rule out inequality of variances
between groups. One-way (one independent variable) or two-way (two independent variables) ANOVAs were
used when more than two groups were compared. ANOVAs were followed by a Tukey's post-hoc analysis in

cases of equal variance. In cases of unequal variance, a Kruskal Wallis followed by a Dunn’s post-hoc test
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was performed. Repeated measures two-way ANOVAs followed by a Bonferroni’'s post-test were executed to
compare recurrent measurements in the same animals. An unpaired Student’s t-test was performed when only
two groups were compared. One sample t-test was used to compare means to a theoretical value.
Correlations between variables were investigated using linear regression analyses. All statistical analyses
were performed with Prism 5 (GraphPad software, San Diego, CA, USA) or JMP (version 12.1.0; SAS Institute

Inc., Cary, IL, USA) software and statistical significance was set at p<0.05.

1.5. Results

1.5.1. Repeated short cold exposures potentiate BAT thermogenic capacity
and protect old 3xTg-AD mice against cold-induced decreases in body
temperature

RSCE is a standardized procedure to stimulate BAT growth and thermogenesis activity (Labbé et al., 2016;
Ravussin et al., 2014; T.-Y. Wang et al., 2015). Corticosterone levels were measured in plasma sampled
before and after the first and the thirteenth RSCE to confirm that stress was equivalent between cold-exposed
and non-exposed mice (Supplementary figure 2.1). We first observed that mice in the RSCE group became
resistant to cold-induced decreases in body temperature from the sixth cold exposure session onward, as
shown by a non-significant change before and after short exposures (Figure 2.1B and Supplementary figure
2.2 for raw data). We confirmed that Ucp? mRNA expression in BAT was increased by cold exposure, after a
single acute episode (24 hours at 4 °C) or at the end of the RSCE session (Figure 2.1C), while B3 adrenergic
receptors (B3AR) were not affected by RSCE (Figure 2.1E,G). BAT weights were reduced by acute cold
exposure, possibly due to brown adipocyte shrinkage following lipid consumption to produce heat (Figure
2.1D). We also found an increase in SIRT3 in the BAT of repeatedly cold-exposed mice (Figure 2.1F,G), a
protein expressed in mitochondria of BAT after fasting or cold exposure conditions (Ahn et al., 2008; Cheng et
al., 2016; T. Shi et al., 2005), further evidencing that RSCE efficiently stimulated BAT thermogenesis. Since
RSCE may improve whole-body thermogenesis not only through BAT stimulation, we assessed non-shivering
activity in muscles through sarcolipin protein (Supplementary table 2.2) (Bal et al., 2012). However, we did not
observe any significant increase in muscular proteins involved in thermogenesis. Finally, a trend toward a
“browning” phenotype was observed in the white adipose tissue (WAT) of repeatedly cold-exposed mice with
UCP1 staining (Figure 2.1H), although the quantification of the optical density of UCP1 staining was not

statistically different from control mice (Figure 2.11).
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1.5.2. Repeated short cold exposures improve glucose tolerance in 16-
month-old 3xTg-AD mice

Increased BAT thermogenesis activity leads to improved metabolic outcomes, including glucose tolerance in
rodents (T.-Y. Wang et al., 2015). We took advantage of the fact that 3xTg-AD mice on a Western diet display
metabolic defects with age (Vandal et al., 2015b) to assess the impact of RSCE. All animals gained weight
(approximately 15%) after the introduction of the Western diet and RSCE did not significantly alter the final
body or white adipose tissue weight (Figure 2.2A,B,F). The number and area of white adipocytes were not
significantly modified by the RSCE (Figure 2.2G-I). However, RSCE improved glucose tolerance as RSCE
mice displayed a large decrease in blood glucose 30 minutes post-injection and a smaller area under the
curve, compared to non-exposed 3xTg-AD mice (Figure 2.2C,D), without modification of fasting insulin (Figure
2.2E). Finally, circulating triglycerides levels were halved by both RSCE and acute cold exposure (4 °C, 24h)
(Figure 2.2J).

1.5.3. Repeated short cold exposures protect old 3xTg-AD mice against
cold-induced tau phosphorylation
Tau phosphorylation is one of the main neuropathological hallmarks of AD, strongly correlating with
antemortem cognitive deficits (Tremblay et al., 2017; 2007). Cold-induced tau phosphorylation has been
repeatedly observed in non-transgenic and in AD mouse models (Le Freche et al., 2012; Planel et al., 2009;
2004; Tournissac et al., 2017; Vandal et al., 2016). In this study, we first confirmed that acute exposure to cold
(24h, 4 °C) markedly increased the phosphorylation of soluble tau in the hippocampus of old 3xTg-AD mice
(pSer394/404: +87%; pSer202: +211%; pSer202/Thr205: +183%; pThr181: +49% vs. non-exposed mice)
(Figure 2.3A-G). As expected, tau phosphorylation strongly correlated with body temperature recorded at
sacrifice (Figure 2.3H-J). Interestingly, RSCE completely prevented cold-induced tau hyperphosphorylation in
the hippocampus, as the level of tau phosphorylation in RSCE mice was similar to non-exposed mice (Figure
2.3A-G). These results indicate that old 3xTg-AD mice undergoing BAT training with RSCE developed a
sufficient thermogenic capacity to maintain their body temperature over a 24-hour cold challenge and thus
preserved a level of tau phosphorylation similar to non-exposed mice. However, levels of insoluble tau in the

hippocampus remained unchanged between exposed and non-exposed 3xTg-AD mice (Figure 2.3K-0).

We then investigated the impact of RSCE on kinases and phosphatases involved in the phosphorylation of tau
in the hippocampus (Figure 2.4A-l). We found that phospho-GSK3pB (Ser9) increased after acute cold

exposure (4 °C, 24h) but remained equivalent to the control level after RSCE, thus following the same pattern
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as tau phosphorylation (Figure 2.4A). In contrast, phospho-GSK3p (Tyr216) levels remained similar in all
groups (Figure 2.4B). Levels of phospho-JNK and phospho-AKT also increased following acute cold exposure,
but with no significant effect from RSCE (Figure 2.4C,D). No significant changes were found for p25/p35,
pCAMKII, pMAPK and PP2Ac (Figure 2.4A-H).

Amyloid pathology accumulates progressively in the 3xTg-AD mice (Oddo et al., 2003b). Here, RSCE and
acute cold exposure (4 °C, 24h) had no effect on either soluble or insoluble forms of AB40 or AB42 measured

in the parieto-temporal cortex of the mice (Supplementary figure 2.3).

1.5.4. Repeated short cold exposures lead to FGF21 accumulation in
plasma

BAT has been recently presented as a secretory organ (Villarroya et al., 2017), communicating with other
tissues, including the brain, through the secretion of batokines. Here, we focused on FGF21 because recent
studies indicate that this hormone has neuroprotective properties (Amiri et al., 2018; Leng et al., 2015; Sa-
Nguanmoo et al., 2016b). We found that plasmatic levels of FGF21 increased by 66% following RSCE
compared to control (Figure 2.5A). Surprisingly, plasmatic FGF21 concentrations were negatively correlated
with levels of soluble tau pSer231 in the hippocampus of 3xTg-AD mice (Figure 2.5B), suggesting that FGF21
production induced by RSCE could be involved in the observed protection against cold-induced tau
phosphorylation. In addition, plasmatic levels of FGF21 were correlated with body temperature recorded just
before sacrifice (Figure 2.5C). Since BAT can secrete FGF21, we measured its expression in BAT of old 3xTg-
AD mice and found that mice that only underwent the 24-hour cold challenge displayed a non-statistically

significant trend toward higher Fgf21 expression (Figure 2.5D).

1.6. Discussion

Based on previous work suggesting that thermoregulatory deficits contribute to AD pathogenesis (Tournissac
et al, 2017; Vandal et al., 2016), we sought to determine whether stimulation of BAT thermogenesis
counteracts metabolic and thermoregulation deficits as well as AD-like neuropathology in an animal model of
AD. We opted for a non-pharmacological mean to stimulate thermogenesis, namely RSCE, routinely used in

the field of metabolic research, although not specific to BAT (Labbé et al., 2016; Ravussin et al., 2014; T.-Y.
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Wang et al., 2015). First, we found that RSCE was effective at increasing BAT thermogenic capacity and
improving glucose tolerance in old 3xTg-AD mice. Notably, 3xTg-AD mice trained with RSCE were completely
protected from cold-induced tau hyperphosphorylation, a key correlate of AD symptoms in patients. Finally,
RSCE increased plasmatic FGF21 levels, a batokine involved in both metabolic improvement and

neuroprotection (Sa-Nguanmoo et al., 2016b; Villarroya et al., 2017).

1.6.1. Increased thermogenesis capacity following RSCE in old mice

The present data show that RSCE increased BAT thermogenic capacity, as shown by increased BAT Ucp1
expression and by the capacity of mice to resist cold-induced decreases in body temperature. WAT can also
contribute to thermogenesis, although to a lower magnitude compared to interscapular BAT, by adopting a
“browning” phenotype (Labbé et al., 2016). Here, we observed such a phenotype through the trend to increase
in UCP1 staining in the WAT of repeatedly exposed mice. Since RSCE stimulates whole body thermogenesis
and cold acclimation not only through BAT, we also measured markers of muscular thermogenesis but did not
observe any modification in the mice repeatedly exposed to cold compared to control. RSCE or cold
acclimation in humans have been shown to increase energy expenditure and BAT thermogenic activity
(Blondin et al., 2014; Hanssen et al., 2015b; P. Lee et al., 2014). However, studies in the elderly are lacking,
possibly due to the risks associated with cold exposure in that population. Thermoregulation is impaired with
aging, the BAT is less prominent in the elderly and old mice are more vulnerable to tau hyperphosphorylation
induced by cold challenge compared to younger ones (Cypess et al., 2009; Tournissac et al., 2017). Yet, our
data confirm that RSCE is an appropriate research tool to investigate the effect of BAT stimulation even in old

mice.

It should be noted that animals in our facilities are kept at 22 °C, which is lower than the thermoneutral
temperature of the mouse estimated at 28 °C (Cannon and Nedergaard, 2010). A previous study showed that
thermoneutrality improves behavior and AD pathology in old 3xTg-AD mice after one week (Vandal et al.,
2016). In addition, it is known that, when mice are housed at their thermoneutral temperature, their
thermogenesis and sympathetic tone are halted while their adiposity is increased (Cui et al., 2016). Therefore,
the present results are valid in the context of mice experiencing mild thermogenesis and could be different at

another environmental temperature.
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1.6.2. RSCE improved peripheral metabolic disorders
Boosting thermogenic capacity could improve AD through different mechanisms. First, improvement in glucose
and lipid metabolism, as well as insulin sensitivity, gained with higher thermogenesis may be therapeutic in
AD. Type 2 diabetes and obesity are now widely listed among risk factors for developing AD, now increasingly
recognized as a metabolic disease, since patients display impaired brain glucose metabolism and insulin
signaling (An et al., 2018; Amold et al., 2018; Chatterjee et al., 2016). Peripheral metabolic impairments are
also replicated in mouse models of AD neuropathology, which become aggravated following the induction of
experimental diabetes (Gratuze et al., 2017b; Vandal et al., 2014b). RSCE extended over three weeks (15
sessions of 4-hour cold exposure) was sufficient to improve glucose tolerance in 16-month-old 3xTg-AD mice.
Such a result is in agreement with several studies that found that cold acclimation improved glucose
metabolism in rodents and humans (Hanssen et al., 2015b; T.-Y. Wang et al., 2015). Here, glucose intolerance
in the 3xTg-AD mice was likely caused by AD neuropathology generated by the expression of transgenes in
the CNS in combination with the westernized diet (Vandal et al., 2015b; 2014b). This indicates that BAT
stimulation, a procedure with a long history in the field of metabolic diseases (de Souza and Burkey, 2001),

could correct a peripheral metabolic endpoint consequent of central AD neuropathology.

1.6.3. RSCE protected against cold-induced tau phosphorylation
As a second key mechanism, BAT stimulation could exert a central therapeutic effect by preventing body
temperature from dropping below the hypothermic threshold known to trigger tau hyperphosphorylation
(Tournissac et al., 2017; Vandal et al., 2016). Several studies in rodents have shown that tau phosphorylation
is increased following a reduction in body temperature induced by different means, such as external cold
exposure, anesthesia, hibernation or glucose deprivation (Arendt et al., 2003; Le Freche et al., 2012; Planel et
al., 2009; 2004; Tournissac et al., 2017; Vandal et al., 2016). Here, RSCE training before a 24-hour exposure
to 4 °C completely blunted cold-induced tau phosphorylation in old 3xTg-AD mice. This indicates that an
increased thermogenesis capacity confers full protection against this neuropathological insult. To the best of
our knowledge, this is the first time that an intervention is shown to block an in vivo rise in cold-induced tau
phosphorylation in the hippocampus, indicating an important link between thermoregulation and tau

phosphorylation.

Although not all the studies found correlations between tau and cognition in humans, there is strong evidence
that postmortem tau pathology correlates with antemortem memory deficits, and this association is usually
stronger than with AB (Arriagada et al., 1992; Bennett et al., 2004; Nelson et al., 2012; Robinson et al., 2011;
Tremblay et al., 2017; 2007). The phospho-epitopes of tau protein assessed here, specifically pSer396/404
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and pThr231, are important from an AD standpoint, as they correlate with clinical diagnoses and antemortem
cognitive deficits, including episodic memory (Tremblay et al., 2017; 2007). Indeed, we previously observed a
negative correlation between global cognitive score (including episodic memory) and both pThr231/Ser235
and pSer396/404 phosphorylated tau in the same series of clinically characterized volunteers from the
Religious Order study, using extracts from the parietal cortex (Tremblay et al., 2017). These associations
remained significant even after adjustment for total tau, highlighting the importance of soluble tau
phosphorylation at these sites in AD cognitive impairment (Tremblay et al., 2017). In addition, the Ser396/404
epitope also correlates strongly with the spread of neurofibrillary tangles and Braak diagnosis (Tremblay et al.,
2007). In vitro evidence indicates that these phospho-epitopes are also involved in the pathological
aggregation of tau (Martin et al., 2011). Thus, it could be speculated that preventing hyperphosphorylation at

those specific sites could prevent tau protein aggregation and its associated cognitive deficits.

Acute reductions in body temperature by various means, such as anesthesia, has been hypothesized to
induce lasting deleterious rises in tau phosphorylation (Le Freche et al., 2012; Planel et al., 2009).
Hypothermia and more frequent and pronounced fluctuations in body temperature during the day are observed
in the elderly, notably in AD patients (Collins, 1995; Gomolin et al., 2005). We previously showed that old age
potentiates cold-induced tau phosphorylation in mice (Tournissac et al., 2017). It is thus reasonable to think
that tau phosphorylation fluctuates during the day along with body temperature, possibly leading to tau
hyperphosphorylation and aggregation over the long term in older individuals. Here, RSCE over a four-week
period did not increase insoluble tau phosphorylation, even if body temperature decreased during the first
exposures (-0.5 to -1°C). This rather indicates that short exposures to cold do not induce tau aggregation, and
that the stimulation of thermogenesis may counteract the adverse impact of transient reductions in body

temperature.

Tau phosphorylation is regulated by the activity of various kinases and phosphatases. Although we did not find
any change in PP2A levels in the hippocampus of RSCE-exposed mice, PP2A activity has been shown to be
directly inhibited by low temperatures (Planel et al., 2004). Instead, GSK3p pSer9 followed a pattern very
similar to tau phosphorylation, suggesting a possible involvement in the protection induced by RSCE. Such a
view is consistent with the fact that this site of phosphorylation is sensitive to hypothermia (Bretteville et al.,
2012).
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1.6.4. RSCE increased FGF21 production
Our data suggest that FGF21 could be a third potential therapeutic target linking increased BAT

thermogenesis activity with a potential benefit in AD. The idea that FGF21 is of interest in AD is in agreement
with previous work suggesting that this batokine protects against obesity-induced memory impairment and
AB42 toxicity (Amiri et al., 2018; Sa-Nguanmoo et al., 2016b). While the fact that RSCE mice were completely
protected from cold-induced tau phosphorylation is certainly linked to the increased ability of old mice to
maintain their body temperature during a cold challenge, a direct BAT-to-brain crosstalk could be at least partly
involved. Plasmatic levels of FGF21 were inversely correlated with tau phosphorylation in the hippocampus of
3xTg-AD mice, which support such a link but does not prove any causal relationship. Thus, further
investigations on the effects of FGF21 in AD models, for example by directly administering recombinant

FGF21 or drugs targeting the FGF21 receptor, would be of interest.

The present work does not confirm whether BAT training leads to improved cognitive faculties. The RSCE
paradigm used here is not compatible with behavioral testing, as it is not possible to test the mice immediately
after or during cold exposure. Indeed, locomotor activity and exploratory behavior are affected by cold
exposure (Ishii et al., 1996; Jhaveri et al., 2007). Thus, mice will hardly perform as expected in most behavioral
paradigms, introducing insurmountable biases. However, given the previously reported beneficial effects of
RSCE on metabolic disorders, we opted to perform a glucose tolerance test during the few days without short
cold exposure. Nevertheless, the effects observed in the present study following RSCE have been previously
associated with cognitive-enhancing properties. Indeed, increased circulating FGF21 (Sa-Nguanmoo et al.,
2016b) and better glucose homeostasis (Porter et al., 2011) are associated with improved cognitive

performance in diabetic rodents.

1.6.5. Conclusions
Overall, our results indicate for the first time that BAT thermogenesis stimulation through RSCE is efficient in
old mice and results in improved glucose metabolism and protection against cold-induced tau
hyperphosphorylation. Thus, therapeutic strategies aiming to stimulate BAT thermogenesis initially developed

against metabolic disorders could be repurposed for dementia.
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Figure 2.1. Repeated short cold exposures protect old 3xTg-AD mice against cold-induced decrease in

body temperature by increasing thermogenesis.

A: Study timeline, including RSCE. B: Difference in rectal temperatures of exposed and non-exposed mice
taken before and after each short exposure to cold (4h, 4 °C) between 15 and 16 months of age. The
temperature of the mice was recorded before and after the first, the second, the 4, the 6, the 8, the 13! and
the 18" (last) repeated short cold exposure (RSCE) (4 °C during 4 hours). C: BAT Ucp? mRNA expression
normalized to f2mg (qPCR). D: BAT weighed just after dissection. E: Levels of B3AR and F: SIRT3 proteins
measured in BAT by Western blot. G: Examples of Western Blots. Homogenates were all run on the same gel,
but consecutive bands were not taken for all representative photo examples. H: Immunohistochemistry of
UCP1 on WAT sections. I: Quantification of UCP1 staining in WAT. Data are represented as mean + SEM
(n/group indicated in bars). Statistical analyses: One sample t-test versus 0: #p<0.05; #p<0.01. One-way
ANOVA, Tukey's post-hoc test: *p<0.05; **p<0.01. Control (C): 22 °C; Acute (A): 24h, 4 °C; Repeated (R): 4h,
4 °C for four weeks + 24h, 4 °C. Abbreviations: $2mg: 82 microglobulin; B3AR: B3 adrenergic receptor; BAT:
brown adipose tissue; eEF2: eukaryotic elongation factor 2; Ucp1: uncoupling protein 1; SIRT3: Sirtuin 3;

WAT: white adipose tissue.
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Figure 2.2. Repeated short cold exposures improved glucose tolerance in 16-month-old 3xTg-AD mice

and decrease plasmatic triglycerides without affecting white adipose depots.

A: Body weights during the dietary treatment and series of repeated short cold exposures. B: Body weight at
the end of the experiment. C,D: Glucose tolerance test performed after the fifteenth short cold exposure
session. E: Levels of insulin measured in plasma sampled after the 6-hour fasting (before GTT). F: Visceral
(epididymal and perirenal fat) and subcutaneous (inguinal) adipose tissue of 16-month-old 3xTg-AD mice
weighed just after dissection. G,H: Number and average surface of adipocytes in epididymal fat. |: Photos of
white adipocytes (H&E stained paraffin sections). J: Levels of triglycerides measured in plasma sampled at the
sacrifice in non-fasted mice. Data are represented as mean + SEM (n/group indicated in bars). Statistical
analyses: Repeated measures two-way ANOVA, Bonferroni’'s post-hoc test: p<0.05; #p<0.01. Unpaired
Student t-test: #p<0.05. One-way ANOVA, Tukey’s post-hoc test: **p<0.01; ***p<0.001. Control: 22 °C; Acute:
24h, 4 °C; Repeated: 4h, 4 °C for four weeks + 24h, 4 °C. Note: “Control” and “Acute” groups were pooled
under the “Control” group in A and C because at the time of the GTT and the weighing, “‘Acute” mice did not

yet undergo the acute exposure to cold (24h, 4 °C) and were still in the same conditions as the “Control” group
(22 °C).
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Figure 2.3. Repeated short cold exposures protect old 3xTg-AD mice against cold-induced

phosphorylation of soluble tau.

A-G: Hippocampal soluble tau phosphorylation of 16-month-old 3xTg-AD mice. H-J: Correlations between
hippocampal soluble tau phosphorylation and body temperature at sacrifice. K-O: Hippocampal insoluble tau
phosphorylation. Homogenates were all run on the same gel, but consecutive bands were not taken for all
representative photo examples. Data are represented as mean + SEM (n/group indicated in bars). Statistical
analyses: One-way ANOVA, Tukey's post-hoc test: *p<0.05; **p<0.01. Pearson r correlation: #p<0.05;
#p<0.01. Control (C): 22 °C; Acute (A): 24h, 4 °C; Repeated (R): 4h, 4 °C for four weeks + 24h, 4 °C.
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Figure 2.4. Repeated short cold exposures modify the levels of kinases involved in tau

phosphorylation.

A-l: Levels of kinases and phosphatase measured by Western blot in the hippocampus of 16-month-old 3xTg-
AD mice. Homogenates were all run on the same gel, but consecutive bands were not taken for all
representative photo examples. Data are represented as mean + SEM (n/group indicated in bars). Statistical
analyses: One-way ANOVA, Tukey's post-hoc test: *p<0.05; **p<0.01. Control (C): 22 °C; Acute (A): 24h, 4
°C; Repeated (R): 4h, 4 °C for four weeks + 24h, 4 °C. Abbreviations: AKT: protein kinase B; CAMKII:
calmodulin-dependent protein kinase Il; GSK3: glycogen synthase kinase 38; JNK: c-Jun N-terminal kinase;
MAPK (ERK1/2): mitogen-activated protein kinase; p25/35: protein kinase 25/35; PP2Ac: protein phosphatase

2A, catalytic subunit.
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Figure 2.5. Repeated short cold exposures increase FGF21 production by BAT.

A: FGF21 levels measured by ELISA in plasma sampled just before intracardiac perfusion in non-fasted mice.
B,C: Correlations between plasmatic FGF21 and hippocampal tau phosphorylation at Ser231 and body
temperature at sacrifice. D: Ratio of Fgf21 on f2mg gene expression in BAT measured by qPCR. E: Schema
of key results. Data are represented as mean £ SEM (n/group indicated in bars). Statistical analyses: One-way
ANOVA, Tukey's post-test: *p<0.05. Pearson r correlation: #p<0.05. Control: 22 °C; Acute: 24h, 4 °C;
Repeated; 4h, 4 °C for four weeks + 24h, 4 °C.
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1.9. Supplementary data

Diet composition

General information (kcal%)

Protein 21.0
Fat 39.0
Carbohydrate 40.0
Total 100
(kcal/g) 4.6

Ingredients (% w/w)

Casein 200
DL-Methionine 3
Corn starch 75
Maltodextrine 10 75
Sucrose 223
Cellulose, BW200 50
Safflower oil 40
Butter, anhydrous 92
Lard 41
Ethoxyquin 0.001
Mineral mix S19101 35
Sodium selenite (45,7% Se) 0.00028
Vitamin mix V15908 10
Choline bitartrate 2
Cholesterol, USP 1.5

Fatty acid content (g/kg) t

C16:0 41.0
C18:0 11.6
C20:0 0.3
C22:0 0.2
SFA 67.5
MUFA 48.1
C18:1 n-9 (OA) 42.3
C18:2 n-6 (LA) 48.2
C20:4 n-6 (AA) 0.2
C22:4 n-6 (DTA) 0.1

C22:5 n-3 (DPA) 0.1

C18:3 n-3 (LNA) 1.6
C20:5 n-3 (EPA) 0

C22:6 n-3 (DHA) 0

n-6 PUFA 48.7
n-3 PUFA 17
total PUFA 50.4
n-6:n-3 ratio 28.6

Supplementary Table 2.1. Composition of the “Western” diet.
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AA, arachidonic acid; DHA, docosahexaenoic acid; DPA, docosapentaenoic acid; DTA, docosatetraenoic acid;

EPA, eicosapentaenoic acid; LA, linoleic acid; LNA, linolenic acid; MUFA, monounsaturated fatty acid; OA,

oleic acid; PUFA, polyunsaturated fatty acid; SFA, saturated fatty acid. TMeasured by gas chromatography.
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Supplementary Figure 2.1. No difference between cold-exposed and non-exposed mice on change in

plasmatic corticosterone levels.

Plasmatic corticosterone measured by ELISA in blood sampled before and after the first (A) and the thirteenth
(B) 4-hour exposure at 4 °C in non-fasted mice. All the animals were moved from their housing room (22 °C)
to the room next to the cold chamber to ensure equal stress between groups just before the exposure. Data
are represented as mean £ SEM. n/group: 4-6. Statistical analyses: Paired t-test: # p<0.05 (before versus
after); Unpaired Student t-test: not significant (ns, control versus repeated). Control: 22 °C; Repeated; 4h, 4 °C
for four weeks + 24h, 4 °C.
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Control (n=9) Acute (n=9) Repeated (n=8) | P-value
Mean |[+| SD | Mean |£| SD | Mean | +| SD
Sarcolipin 488 | +| 182 | 534 | x| 166 | 501 || 12,0 ns
Sercal 779 | x| 83 | 796 || 110 813 || 10,8 ns
Serca2 604 |x| 130 | 624 |+£| 131 | 582 |+| 76 ns
GLUT4 400 |+ 119 | 506 |+| 158 | 418 || 16,9 ns
Pgcl-a 18 | x| 11 22 || 1.2 18 |+| 08 ns

Supplementary Table 2.2.

gastrocnemius muscles homogenates.

Control: 22 °C; Repeated; 4h, 4 °C for four weeks + 24h, 4 °C.
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Supplementary Figure 2.2. Change in body temperature before and after each short cold exposure (raw

data of Fig.1B).

A: Description of the timeline for body temperature collection for each short cold exposure (4h, 4 °C). B: Rectal

temperatures of exposed (Repeated) and non-exposed (Control) mice taken before and after short exposures
to cold (4h, 4 °C) at 16 months. Paired t-test: @p<0.05; @@p<0.01.
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Supplementary Figure 2.3. Cortical levels of amyloid peptides were not affected by repeated short cold

exposures.

Levels of soluble and insoluble AB40 and AB42 peptides measured by ELISA in the parieto-temporal cortex of

16-month-old 3xTg-AD mice. Data are represented as mean + SEM. Control: 22 °C; Repeated; 4h, 4 °C for
four weeks + 24h, 4 °C.

Control Acute Repeated
Mean SD | Mean SD | Mean SD
Synaptic proteins

Drebrin 2078 | £ | 938 | 2159 | £ | 887 | 1886 | £ | 627
PSD95 4034 | £ | 1497 | 4017 | £ | 1352 | 4314 | £ | 773
SNAP25 639 || 236 | 747 | x| 258 | 830 | x| 157
Synaptophysin 3476 | £ | 1079 | 3687 | £ | 912 | 3640 | £ | 817

Other
Bax / Bcl-2 1,034 | £ 0,157 | 1,022 | £| 0,112 | 0,964 | £ | 0,123
GFAP 5204 | £ | 872 | 5478 | £ | 1272 | 5151 | = | 1189
GLUT155kDa | 3584 | £ | 1156 | 4411 | £ | 1273 | 4323 | £ | 1643
GLUT145kDa | 7806 | £ | 2350 | 8625 | £ | 2108 | 8755 | £ | 2743
GLUT4 3156 | £ | 1313 | 3323 | £ | 1516 | 3300 | £ | 1381
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Supplementary Table 2.3. Synaptic proteins and other markers are not affected by repeated cold

exposures.

Data are expressed as relative optical densities. Bax: Bcl-2 associated X protein; GFAP: glial fibrillary acidic

protein; PSD95: postsynaptic density protein 95; SNAP25: synaptosomal-associated protein 25.

Antibody |Clone |Specificity |Hosl |Source
Primary antibodies

Actin monoclonal |B-actin Mouse [Applied Biological Materials (Richmond, BC, Canada)
AKT polyclonal |AKT a.a. 345-480 Rabbit _[Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)
AKT (phospho) polyclonal |AKT, phosphorylated at Ser-473 Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
B3AR polyclonal _|Mouse beta 3 adrenergic receptor, aa 350 to C-teminus Rabbit [Abcam (Cambridge, MA, USA)
CAMKII 6G9 CAMK2 alpha subunit (alpha, béta and gamma isoforms) Mouse [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
CAMKII (phospho) polyclonal |CAMK2, phosphorylated at Thr-286 Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
Cdk5 polyclonal _|peptide mapping at the C-terminus of Cdk5 of human origin _ [Rabbit |Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)
Drebrin Mx823 c-term peptide (a.a.632-649) Mouse [Progen Biotechnik GmbH (Heidelberg, Germany)
eEF2 polyclonal _|total eEF2 protein independant of phosphorylation Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
GFAP GA-5 GFAP Mouse [Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
GLUT4 polyclonal _|C-terminus Rabbit [EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
GSK3p monoclonal |Rat GSK-3p aa. 1-160 Mouse [BD Biosciences (Mississauga, ON, Canada)
GSK3B (phospho) polyclonal |GSK3, phosphorylated at Ser-9 Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
GSK3B (phospho) polyclonal |GSK3, phosphorylated at Tyr-216 Rabbit_[Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
JNK polyclonal |Whole SAPK/JNK protein Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
JNK (phospho) polyclonal |p46/p54 SAPK/JNK, phosphorylated at Thr-183 and Tyr 185 [Rabbit |Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
ERK polyclonal _|Whole p44/42 MAPK (Erk1/Erk2) Rabbit_[Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
ERK (phospho) polyclonal .’nﬁigsp::jﬁ_:?}?;e; gtrl'(l'zhr—ZOZ and Tyr-204 of Erk1 and Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
p35/25 (C64B10) polyclonal _|C-terminus of p35 Rabbit [Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
PGC1-a polyclonal |aa 777-797 (c-terminus) Rabbit [EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
PP2AC polyclonal _|PP2A catalytic subunit (a and B isoforms) Rabbit |Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
PSD95 monoclonal |aa 77-299 Mouse [NeuroMab (Davis, CA, USA)
Sarcolipin polyclonal _|c-terminus of sarcolipin protein Rabbit [EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
Sercal polyclonal _|Internal sequence of SERCA1 ATPase Rabbit [Abcam (Cambridge, MA, USA)
Serca2 polyclonal _[Residues 1-100 of SERCA2 ATPase Rabbit [Abcam (Cambridge, MA, USA)
SIRT3 monoclonal |total SIRT3 protein Rabbit_[Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
SNAP25 SM1 81 Whole Snap25 Mouse [Covance, Inc. (Princeton, NJ, USA)
Synaptophysin monoclonal |Synaptophysin Mouse [EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
Tau (total) TauC polyclonal _|C-terminal region of tau protein Rabbit |Dako (Burlington, ON, Canada)
Tau (total) Tau13 Human total tau Rabbit |Dako (Burlington, ON, Canada)
:,;“F(_;‘:J)’"a' Tauand |1, aa 150-163 Mouse |Thermo Scientific (Rockford, IL, USA)
Tau (phospho) AT8 Tau, phosphorylated at Ser-202 and Thr-205 Mouse |Pierce Endogen Inc. (Rockford, IL, USA)
Tau (phospho) AT180 Tau, phosphorylated at Thr-231 Mouse |Pierce Endogen Inc. (Rockford, IL, USA)
Tau (phospho) AT270 Tau, phosphorylated at Thr-181 Mouse _[Pierce Endogen Inc. (Rockford, IL, USA)
Tau (phospho) CP13 Tau, phosphorylated at Ser-202 Mouse [Generous gift from Peter Davies
Tau (phospho) AD2 Tau, phosphorylated at Ser-396 and Ser-404 Mouse [BioRad (Hercules, CA, USA)

Secondary antibodies
Goat anti-mouse [ [Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat anti-mouse IgG (H+L) [Goat _ [Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA, USA)
Goat anti-rabbit | |Peroxidase—conjunated AffiniPure Goat anti-rabbit IgG (H+L) |Goat |Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA, USA)

Supplementary Table 2.4. Antibodies used in the study.
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Chapitre 3: Un agoniste des récepteurs 3
adrénergiques renverse les déficits mnésiques et
réduit la pathologie amyloide dans un modeéle
murin de la maladie d’Alzheimer.
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1.1. Résumé

L'age avancé, principal facteur de risque de la maladie d’Alzheimer (MA), est associé a des déficits de
thermorégulation. L'acclimatation au froid protége les souris 3xTg-AD de I'nyperphosphorylation de tau induite
par I'hypothermie. Ainsi, la stimulation du tissu adipeux brun (TAB) par un agoniste des récepteurs B3
adrénergiques (RB3A) pourrait étre bénéfique pour la MA. Des souris 3xTg-AD et non-transgéniques agées
ont regu le CL-316,243 ou du salin pendant un mois. Le CL-316,243 a diminué le poids, amélioré le
métabolisme du glucose périphérique et a augmenté la thermogenéese du TAB chez les souris de 16 mois. Le
traitement a augmenté de 19% l'index de reconnaissance des 3xTg-AD par rapport au score avant le
traitement. Enfin, le ratio d’Ap42/Ap40 insolubles a été réduit de 27% dans I'hippocampe des 3xTg-AD ayant
recu le CL-316,243. Les agonistes des RB3A, dont 'un est utilisé en clinique, pourraient représenter de
nouveaux outils thérapeutiques pour la MA.

1.2. Abstract

Old age, the most important risk factor for Alzheimer's disease (AD), is associated with thermoregulatory
deficits. Brown adipose tissue (BAT) is the main thermogenic driver in mammals and its stimulation, through
B3-adrenergic receptor (B3AR) agonists or cold acclimation, counteracts metabolic deficits in rodents and
humans. Studies in animal models show that AD neuropathology leads to thermoregulatory deficits and cold-
induced tau hyperphosphorylation is prevented by cold acclimation. Since metabolic disorders and AD share
strong pathogenic links, we hypothesized that BAT stimulation through B3AR agonist could exert benefits in
AD as well. Non-transgenic and 3xTg-AD mice of 15 months received a B3AR agonist (CL-316,243, 1
mg/kg/day i.p.) or saline for a month. We first confirmed that B3AR agonist administration decreases body
weight and improved peripheral glucose metabolism in both non-transgenic and 3xTg-AD mice. B3AR
stimulation increased BAT thermogenesis as shown by higher uncoupling protein 1 and mitochondrial
oxidative phosphorylation complex levels in BAT. Novel object recognition was performed before (14 months)
and after (16 months) the treatment. One-month treatment with a B3AR agonist increased recognition index
(RI) by 19% in 3xTg-AD mice compared to pre-treatment. Locomotion, anxiety and tau pathology were not
modified. Finally, insoluble AB42/Ap40 ratio was decreased by 27% in the hippocampus of CL-316,243-

injected 3xTg-AD mice. Overall, our results indicate that B3AR stimulation reverses memory deficits and shifts
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downward the insoluble Ap42/AB40 ratio in 16-month-old 3xTg-AD mice. B3AR agonists, of which one is

currently used in clinic, could represent a valuable therapeutic strategy in AD.

1.3. Introduction

Old age is the main risk factor of Alzheimer’s disease (AD), a neurodegenerative disorder clinically expressed
by memory deficits and cognitive dysfunction (Querfurth and LaFerla, 2010; Scheltens et al., 2016). The
prevalence of AD is growing fast along with the aging population (Winblad et al., 2016). Yet, the exact
pathogenic causes of the sporadic form of the disease are unknown. Despite decades of intense research and
clinical trials, there is still no curative treatment for AD. Since AD is a complex and multifactorial disease, with
frequent age-related comorbidities, multi-target agents might be advantageous over a single-bullet approach.
The undeniable impact of old age on AD incidence indicates that aging triggers etiopathological factors of AD;
identifying these key factors could provide invaluable clues to the development of novel therapeutic

treatments.

Thermoregulation deficits are another documented consequence of old age. Although few studies investigated
thermoregulation in AD individuals, it is well known that thermoregulatory deficits appear in the elderly, the
population primarily affected by AD (Degroot and Kenney, 2007; Gomolin et al., 2005; Grassi et al., 2003;
Hebert et al., 2013). Mounting evidence now supports the hypothesis that thermoregulation deficits contribute
to the development of AD pathology. Spontaneous thermoregulation deficits occur in AD mouse models,
including the 3xTg-AD mice (Huitron-Reséndiz et al., 2002; Knight et al., 2013; Sterniczuk et al., 2010; Vandal
et al., 2016). Studies in mouse and hibernators repeatedly showed that decreased body temperature leads to
increased tau phosphorylation (Arendt et al., 2003; Planel et al., 2007; Stieler et al., 2011). Accordingly,
manipulation of external temperature leads to strong modulation of AD neuropathology in mice: cold exposure
increases tau phosphorylation and amyloid pathology and decreases synaptic proteins, while higher
temperature reverses memory and anxiety-like behavior and reduced amyloid 8 (AB) 42 peptides in 3xTg-AD
mice (Vandal et al., 2016). More recently, our group provided evidence that enhancement of thermogenesis
through cold acclimation improves metabolic disorders and protects old 3xTg-AD mice from cold-induced tau
phosphorylation (Tournissac et al., 2019). Supporting the link with age, we showed that cold-induced tau
phosphorylation is potentiated in old mice compared to young mice (Tournissac et al., 2017). Altogether, these

observations suggest that thermoregulatory mechanisms could be a potential therapeutic target in AD.
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Beside thermoregulation, metabolic diseases share strong pathogenic links with AD and have been raising
interest in the field of AD. Indeed, induction of a diabetic phenotype in mice model of AD, such as glucose
intolerance, has been repeatedly shown to increase AD neuropathology (Gratuze et al., 2017b; Julien et al.,
2010; Theriault et al., 2016; Vandal et al., 2014b). Central insulin signaling defects and lower brain glucose
metabolism are observed in AD (An et al., 2018; Arnold et al., 2018). It is estimated that one out of ten cases
of AD is attributable to type 2 diabetes (T2D) (Biessels et al., 2006). These observations logically led to the
idea of repurposing T2D drugs in AD (Yarchoan and Arnold, 2014). Insulin, thiazolidinediones and glucagon-
like peptide-1 (GLP-1) analog are still the subject of clinical trials in dementia, with mitigated results (Craft et
al., 2012; Gejl et al., 2016; J. Liu et al., 2015). Thus, common metabolic targets between both diseases such

as thermoregulatory defects are of interest to develop new therapeutic tools.

Brown adipose tissue (BAT) is the main thermogenic driver in mammals (Cannon and Nedergaard, 2004). The
discovery of functional BAT in adults in 2009 has incredibly revived researches in this tissue (Cypess et al.,
2009; Virtanen et al., 2009). The ability of BAT thermogenesis to improve main metabolic disorders is now
well-established, even in old mice (Hanssen et al., 2015b; Ravussin et al., 2014; Schrauwen and van Marken
Lichtenbelt, 2016; Tournissac et al., 2019). Pharmacological tools have been developed in this direction. In
particular, p3-adrenergic receptors (B3AR) agonists are extensively used since B3AR are mainly present in
brown adipocytes and their stimulation leads to lipolysis and UCP1 expression, the main marker of non-
shivering thermogenesis (Arch, 2011; Nedergaard et al., 2001). CL-316,243 is a highly specific B3AR agonist
frequently used in metabolic diseases studies in rodents. It has been shown to improve blood glucose
metabolism, insulin sensitivity, energy expenditure and to regulate lipids metabolism (Burkey et al., 2000; de
Souza et al., 1997; Kim et al., 2006; A. Kumar et al., 2015; Labbé et al., 2016). Since B3AR agonists can
correct metabolic disorders by enhancing BAT activity, they could tackle both T2D and AD at the same time.
Importantly, B3AR agonists are able to stimulate BAT activity in humans (Baskin et al., 2018; Cypess et al.,
2015), and one (Mirabegron®) is presently in clinical use for overactive bladder (Chapple et al., 2014a).

Therefore, B3AR agonists could rapidly be tested in human for dementia.

We hypothesized that pharmacological stimulation of BAT thermogenesis through B3AR agonist treatment
could stem AD neuropathology and behavior through improved thermoregulatory and metabolic deficits. To
verify whether B3AR agonists could be novel therapeutic tools in AD, 15-month-old non-transgenic and 3xTg-

AD mice received daily CL-316,243 (1 mg/kg) or saline injections for a month.
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1.4. Methods

1.4.1. Animals

The triple-transgenic mouse model of AD (homozygous 3xTg-AD; APPswe, PS1mi46v, taupsorL) developing both
amyloid and tau pathology in the brain while aging was used here (Oddo et al., 2003b). We selected 15-
month-old 3xTg-AD and non-transgenic (NonTg) littermates, at an age when 3xTg-AD mice have extended
plaques and tangles in the brain, as well as cognitive deficits (Belfiore et al., 2018; Bories et al., 2012; St-
Amour et al., 2014; Vandal et al., 2015b). Animals were all on the same genetic background (C57BL6/129SvJ)
and were produced at our animal facility. 42 mice were used for all experiments (n= 9-12 mice per group), and
9 mice were added for behavioral and glucose tolerance tests for a total of 51 mice (n= 9-16 mice per group).
Mice were housed one to five per cage at a housing temperature of 23°C, with a 12:12 hours light-dark cycle
(light phase from 7 a.m. to 7 p.m). Animals had ad libitum access to water and chow (Teklad 2018, Harlan
Laboratories, Canada). Only males were used here to avoid temperature variation induced by the estrous
cycle of female mice (Weinert et al., 2004). Food consumption was evaluated by weighing the diet of each
cage and averaged for each mouse per day per cage every four days during the one-month treatment, and
three weeks before the beginning of the experiment. At the end of the experiment, all mice were put under
deep anesthesia with ketamine/xylazine intraperitoneal (i.p.) injection (100 mg/kg ketamine, 10 mg/kg xylazine)
and immediately placed under a heating pad to maintain body temperature until complete loss of posterior paw
reflex. Then, mice were rapidly sacrificed by intracardiac perfusion with 0.1M phosphate buffer saline (PBS)
solution containing phosphatases (sodium pyrophosphate, 1 mM and sodium fluoride, 50 mM) and proteases
(Sigmafast protease inhibitor tablets, Sigma-Aldrich, St-Louis, USA) inhibitors. All experiments were performed
in accordance with the Canadian Council on Animal Care and were approved by the Institutional Committee of

the Centre Hospitalier de I'Université Laval (CHUL).

1.4.2. CL-316,243 treatment
CL-316,243 was selected to stimulate BAT thermogenesis because it is one of the most selective B3AR
agonists in rodents (B1: p2: B3 = 0:1:100,000) and its safety and efficacy has been confirmed in multiple
studies (J. D. Bloom et al., 1992; Caron et al., 2017; Danysz et al., 2018; Ghorbani et al., 2012; Yoshida et al.,
1994). Two to three weeks of daily injection at a dose of 1 mg/kg per day are necessary to improve metabolic
disorders (Burkey et al., 2000; de Souza et al., 1997; Kim et al., 2006; A. Kumar et al., 2015; Labbé et al.,
2016). Thus, mice were injected i.p. every day for a month with a weight-adjusted bolus of CL-316,243 (1
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mg/kg) or an equivalent volume of saline (the vehicle) at the same hour of the day (4 p.m.) from 15 to 16

months of age (Fig. 3.1A). Mice were weighed every day before each i.p. injection.

1.4.3. Body temperature measurement and analysis

Telemetric probes (Anipill, Caen, France) were used to record body temperature of the animals every hour
during the one-month experiment without manipulation. Probes were implanted in the intraperitoneal cavity
under isoflurane anesthesia a week before the beginning of the treatment to allow recovery from the surgery
(Fig. 3.1A). Heat pads were used throughout the procedure to avoid hypothermia. The time under anesthesia
was similar between mice and lasted approximately 10 minutes. Then, the animals were kept under heat pads
during the waking period. Body temperature was analyzed during the two first weeks of treatment, before
animals underwent glucose tolerance and behavioral tests, to avoid resulting interference in circadian rhythms.
In order to visualize endogenous rhythmicity and regularity of the mice circadian clock, Clocklab software
(Actimetrics Inc., Evanston, lllinois, USA) provided following parameters for each individual: mean body
temperature during the dark phase (from 7 p.m. to 7 a.m.) and the light phase (from 7 a.m. to 7 p.m.), mean

temperature amplitude during the dark and light phase and during a complete day.

1.4.4. Glucose tolerance test

Glucose tolerance test (GTT) was performed at the end of the third week of treatment (Fig. 3.1A) (Vandal et
al., 2015b). Mice were fasted for 6 hours (from 8 a.m. to 2 p.m.). Then, glucose was injected i.p. at 1 g/kg and
blood glucose was measured regularly during 2 hours with a glucometer (OneTouch UltraMini; LifeScan,

Milpitas, CA) in a blood drop sampled from the saphenous vein.

1.4.5. Behavioral tests

Behavioral tests were performed during the fourth week of treatment with a recovery time of at least 24 hours
between tests (Fig. 3.1A). The novel object recognition (NOR) test was also performed three weeks before the
beginning of the treatment (baseline). Mice were acclimated overnight to the testing room located next to the
housing room. Locomotor activity was assessed with the open field test (Dal-Pan et al., 2016). Mice were
placed in a 40 cm x 40 cm x 40 cm translucent Plexiglas box for an hour. Movements were tracked with
photobeam breaks (San Diego Instruments). The total distance traveled (voluntary horizontal movement) and

the average speed were compared between groups. Anxiety behavior was evaluated with the dark-light box
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test (Vandal et al., 2016). Mice were put in the center of the dark compartment with an opening to the light
compartment. The time spent in the light compartment and the latency to do the first exploration (nose latency)
of the light compartment were measured during a 5-minute trial. Memory deficits were evaluated with the NOR
test. That test detects behavioral deficits from 12 months in 3xTg-AD mice and is one of the less stressful
behavioral test (Arsenault et al., 2011; Clinton et al., 2007; St-Amour et al., 2014; Vandal et al., 2016). It
evaluates recognition memory and corresponds to episodic memory that is early affected in AD (Antunes and
Biala, 2012; Leger et al., 2013; Wolf et al., 2016). Mice were first placed in @ 29.2 cm x 19 cm x 12.7 cm cage
with two identical objects for 5 minutes during the acquisition phase. After an hour in their housing cage, mice
returned in the testing cage containing a familiar and a novel object for the test phase. Recognition index (RI)
corresponds to the time spent exploring the novel object divided by the total time of exploration during the test
phase multiplied by 100. A 50% RI corresponds to an equal exploration between the novel and the familiar
object. Mice exploring less than 6 seconds each object during the acquisition phase or less than 4 seconds
during the test phase were excluded from the RI analysis. Mice were assigned to the treated or control group
at 15 months of age with caution to homogenize memory performance (baseline RI) between groups at the

beginning of the experiment.

1.4.6. Tissue preparation for postmortem analysis
Intracardiac blood sampled just before intracardiac perfusion was centrifuged at 3000 rpm for 5 minutes, and
resulting plasma kept frozen at -80°C until analysis. The first hemisphere of all the mice and interscapular BAT
were rapidly dissected and frozen at -80°C until processing. The second hemisphere was either fixed in 4%
paraformaldehyde for 48 hours, and then transferred in a 20% sucrose solution until sectioning (3-4 mice per

group) or frozen and kept at -80°C.

1.4.7. Protein extractions
For the hippocampus, frozen samples were homogenized in 8 volumes of a lysis buffer (150 mM NaCl, 10 mM
NaHPO4, 0.5% sodium deoxycholate, 0.5% sodium dodecyl sulfate, 1% Triton X-100) containing a cocktail of
protease and phosphatase inhibitors (Bimake, Houston, TX), sonicated (3 x 45 s in a Sonic Dismembrator
apparatus, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and centrifuged (100,000g, 20 min, 4°C), resulting in a
detergent-soluble fraction (cytosolic, extracellular and membrane-bound proteins). The remaining pellets from
ultracentrifugation were resuspended in formic acid, resulting in a detergent-insoluble fraction (insoluble

proteins fraction). The resultant suspension was sonicated and centrifuged (13,000g, 20 min, 4°C), acid formic
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was evaporated and proteins were either solubilized in Laemmli’s buffer for Western blot or in a 5 M guanidium
solution in Tris-HCI 50mM for Ap peptides ELISAs as previously described (Tremblay et al., 2007). Proteins
from the BAT were extracted in the lysis buffer only. Protein concentrations were evaluated with a
bicinchoninic acid assay (BCA, Pierce, Rockford, IL, USA).

1.4.8. Western immunoblotting
15 ug and 10 ug of proteins of hippocampus and BAT homogenates, respectively, were loaded and separated
by SDS-PAGE as previously described (Vandal et al., 2014b). The list of antibodies used in this study is

available in Table S2. Homogenates were all run on the same gel for each experiment.

1.4.9. Ap40 and AB42 peptides quantification
AP peptides were quantified in protein extracts from the hippocampus. AB40 and Ap42 were measured in
detergent-soluble and detergent-insoluble fractions using a human B-amyloid ELISA (Wako, Osaka, Japan)
according to the manufacturer’s instructions. Plates were read at 450 nm using a Synergy™ HT multi-detection

microplate reader (Biotek, Winooski, VT).

1.4.10. Immunohistochemistry
Amyloid plaques load was performed with MOAB-2 antibody. Briefly, hemispheres were post-fixed in 4%
paraformaldehyde for 48 hours and then transferred into a 20% sucrose solution. Hemispheres were cut in 25-

um sections and stained as previously described (St-Amour et al., 2014).

1.4.11. Statistical analysis
Data are represented as means + standard error of the mean (SEM). Statistical analysis and the number of
samples per group are specified in each figure and legend. Bartlett's tests were used to rule out the inequality
of variances between the groups. Two-way ANOVA (two independent variables: genotype and treatment) was
used when all groups were compared in case of equal variances. In case of unequal variances, a Kruskal-
Wallis followed by a Dunn’s post-hoc test was performed. Repeated measures two-way ANOVA was executed

to compare recurrent measurements in same animals. ANOVAs were followed by Tukey’s post-hoc analysis.
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An unpaired Student’s t-test was performed when only two groups were compared with independent variables,
with a Welch correction in case of unequal variances, and a paired t-test was executed for the comparison of
two dependent variables. One sample t-test was used to compare means to a theoretical value (for the NOR
test). Correlations between variables were investigated using linear regression analyses. All statistical
analyses were performed with Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) or JMP (version 13.2.0;

SAS Institute Inc., Cary, IL, USA) software and statistical significance was set at p<0.05.

1.5. Results

1.5.1. B3AR stimulation improves peripheral glucose metabolism in old
mice.
NonTg and 3xTg-AD mice received saline or CL-316,243 i.p. at a dose of 1 mg/kg every day for a month from
15 to 16 months of age (Fig. 3.1A). To verify whether CL-316,243 affects energy balance, mice were weighed
every day before each i.p. injection and food consumption was evaluated three weeks before the beginning of
the experiment and then every four days during the one-month treatment. First, we found that CL-316,243
injections induced persisting weight loss in both NonTg and 3xTg-AD mice (Fig. 3.1B,C). At the beginning of
the experiment, food consumption recorded in the preceding 21 days was higher in 3xTg-AD compared to
NonTg mice (average of 4.7 g/day/mice for 3xTg-AD versus 3.9 g/day/mice for NonTg mice; unpaired t-test
with Welch’s correction: p=0.0105) (Fig. 3.1D). Over the one-month period, B3AR stimulation increased food

consumption in NonTg mice up to levels of transgenic mice (Fig. 3.1D,E).

Previous studies showed improved glucose metabolism with CL-316,243 administration even in mice
displaying a normal response to glucose (Xiao et al., 2015). Here, the GTT revealed that treated mice
displayed a stronger control over glucose levels compared to control, independently of the genotype (Fig.
3.1F,G). Fasting blood glucose was also lower following three weeks of CL-316,243 administration (Fig. 3.1H).
However, levels of plasmatic triglycerides were unchanged (Fig. 3.11). Overall, our data indicate that B3AR
stimulation led to an improved pattern of metabolic determinants in the periphery in both NonTg and 3xTg-AD

mice.
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1.5.2. B3AR stimulation increases brown adipose tissue thermogenesis.

A telemetric probe implanted a week before the beginning of the treatment revealed daily variation in body
temperature reaching its lowest point during the day and its peak during the night, as expected in the mouse
(Fig. 3.2A). The amplitude of variation in body temperature were wider by 0.4°C in 3xTg-AD than in NonTg
mice during both 12-h light and 12-h dark phases (Fig. 3.2A-C), consistent with thermoregulation defects
previously reported in the same model (Vandal et al., 2016). CL-316,243 treatment further increased the
amplitudes during the light phase (from 7 a.m. to 7 p.m.) (Fig. 3.1B), corresponding to the injection time, but
not during the dark phase (Fig. 3.1C). This was confirmed by higher body temperature lasting few hours after
the first injection of CL-316,243, as measured by the area under curve of the body temperature calculated

between the 4 p.m. injection and 12 p.m. (Fig. 3.1D,E).

Since CL-316,243 is well known to improve thermogenesis capacity in mice (Labbé et al., 2016; Poher et al.,
2015; Xiao et al., 2015), we then verified whether it was also effective in old and 3xTg-AD mice. First,
interscapular BAT weight was slightly lower in 3xTg-AD compared to NonTg mice, but was not affected by the
treatment (Fig. 3.2F). However, CL-316,243 administration increased the level of UCP1 protein in the BAT of
both genotypes (Fig. 3.2G). Further confirming that CL-316,243 interacted with B3AR, levels of B3AR in BAT
were significantly decreased only in NonTg treated mice, despite a tendency also in 3xTg-AD mice (Fig. 3.2G).
We then measured the complexes | to V of the mitochondrial oxidative phosphorylation complex that are
involved in heat production during thermogenesis in BAT (Nam and Cooper, 2015). Complex | was increased
in NonTg and 3xTg-AD mice receiving the CL-316,243, and complex IV only in treated NonTg mice (Fig.
3.21,J), further confirming that the B3AR stimulation increased BAT thermogenesis. Altogether, our data
showed that the B3AR agonist administration improves BAT thermogenesis and heat production in 16-month-

old mice.

1.5.3. B3AR stimulation reverses memory deficits in 16-month-old 3xTg-AD
mice.

To determine whether CL-316,243 treatment exerted cognitive benefits in the 3xTg-AD mouse, recognition
memory was evaluated with the NOR test 3 weeks before the beginning of the treatment (baseline, 14-month-
old) and after the one-month treatment (final, 16-month-old) (Fig. 3.1A). The NOR test was selected because
of its sensitivity and reliability to detect memory deficits in the 3xTg-AD mice at 12 months and older (Fig.
3.3A) (Arsenault et al., 2011; Clinton et al., 2007; Vandal et al., 2016). Comparing RI before (14 months) and
after (16 months) the treatment revealed that one-month treatment with CL-316,243 increased by 19% the

ability to recognize the new object in 3xTg-AD mice (paired t-test: p=0.0041), while the change in RI was not
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significantly different in NonTg or saline-injected 3xTg-AD mice (Fig. 3.3B,C). CL-316,243 from 15 to 16
months improved memory recognition in 3xTg-AD mice (RI=65% in CL-316,243-injected mice, one sample t-
test versus 50%: p=0.0013), but not in NonTg mice (Fig. 3.3D). The improved Rl in 3xTg-AD treated mice was
confirmed by the higher time spent on the novel (N) versus the familial (O) object (Fig. 3.3E). These
differences were not explained by changes in exploratory behavior, as the mean duration of exploration was
similar between groups (Fig. 3.3F). Finally, the percent change in Rl before and after the treatment was
positively correlated with UCP1 levels in BAT in 3xTg-AD (r?=0.37) but not in NonTg mice, suggesting a link

between improved thermogenesis and memory (Fig. 3.3G).

We then verified that locomotor activity was not affected by CL-316,243 injections, as showed by comparable
distance traveled and average speed of the mice during the open field test (Fig. 3.3H-J). Nonetheless, 2-way
ANOVA revealed that 3xTg-AD mice displayed a higher average speed during the one-hour session compared
to NonTg mice (Fig. 3.3J).

Anxiety is frequently observed in AD patient and is reproduced in 3xTg-AD mice (Hebda-Bauer et al., 2013; St-
Amour et al., 2014; Vandal et al., 2016). However, the time spent in the illuminated compartment was not
significantly different between groups in the present cohorts of animals (Fig. 3.3L). However, 3xTg-AD mice
delayed their first exploration in the light chamber, as measured by the latency of the first nose entry in the

light compartment (nose latency) (Fig. 3.3M), corroborating an anxiety-like behavior in those mice.

Overall, one-month administration of CL-316,243 improved recognition memory assessed at 16 months in

3xTg-AD mice, without affecting locomotion nor anxiety-like behavior.

1.5.4. B3AR stimulation reduces insoluble AB42/AB40 ratio in the

hippocampus of 3xTg-AD mice but has no effect on tau

phosphorylation nor synaptic proteins.
The main neuropathological markers of AD, amyloid plaques and tau pathology, progressively develop in the
brain of 3xTg-AD mice (Belfiore et al., 2018; Igbal et al., 2016; Oddo et al., 2003b; Selkoe and Hardy, 2016;
Vandal et al., 2015b). Although total AB42 and AB40 peptides in either soluble or insoluble fractions remained
unchanged by the treatment in the hippocampus (Fig. 3.4A-D), we observed a 27% decrease in insoluble
Ap42/ABA40 ratio in CL-316,243-injected mice compared to saline-injected 3xTg-AD mice (Fig. 3.4E). However,
amyloid plaques load in the hippocampus was unchanged (Fig. 3.4F). We subsequently assessed the effect of
the B3AR agonist on proteins implicated in the production (BACE-1, APP, APP C-terminal, sAPPa) and
clearance or degradation (LRP1, RAGE, IDE, X11a) of AB peptides (Supplementary table 3.1) (Donahue et

111



al., 2006; Farris et al., 2003; Selkoe and Hardy, 2016). Since 3xTg-AD mice express human APP transgene,
levels of APP were significantly higher in 3xTg-AD than in NonTg mice, but BACE-1, IDE, LRP1 and RAGE
levels were stable in the hippocampus. However, levels of X11o were decreased in 3xTg-AD mice compared
to NonTg mice (Supplementary table 3.1).

We then assessed the level of phosphorylated and total tau protein in the detergent-soluble (cytosolic) and
detergent-insoluble (aggregated proteins) fractions of hippocampus homogenates by Western Blot. We did not
find any significant effect of CL-316,243 (Fig. 3.5) but confirmed that the 3xTg-AD mice display higher total and
hyperphosphorylated tau proteins compared to NonTg mice. Main kinases involved in tau phosphorylation

(GSK3p and AKT) were also unchanged (Supplementary table 3.1).

Synaptic deficits are one of the earliest markers of AD, correlating with symptoms (Arendt, 2009; Tremblay et
al., 2017). The levels of synaptic proteins were not modified by the treatment (Supplementary table 3.1).
However, drebrin protein was decreased specifically in 3xTg-AD mice (Two-way ANOVA, effect of genotype:

p=0.0045), as previously showed in the brain of AD subjects (Calon et al., 2004; Julien et al., 2008).

Since glucose transporters and uptake are decreased in AD (An et al., 2018; Kalaria and Harik, 1989; Y. Liu et
al., 2008; Simpson et al., 1994), we assessed glucose transporter 1 (GLUT1) levels in the hippocampus of the
mice. While we did not detect any effect of the CL-316,243 treatment, GLUT1 levels were decreased in the
hippocampus of 3xTg-AD mice compared to NonTg mice, at both the endothelial (50 kDa) and astrocytic (45
kDa) isoforms (Supplementary table 3.1).

1.6. Discussion

The present study aimed at investigating whether B3AR agonist administration induces BAT thermogenesis
and exerts an effect on cognitive behavior and AD neuropathology in a mouse model of the disease. The
3xTg-AD mouse was selected to test the effect of B3AR stimulation in AD because this model displays age-
dependent metabolic and thermoregulatory deficits and was shown to respond to thermoneutrality and BAT
stimulation induced by repeated cold exposure (Knight et al., 2013; Tournissac et al., 2019; Vandal et al.,
2016). This made us hypothesize that pharmacological BAT stimulation in this model could exert benefit on
AD-like behavior and neuropathology. 15-month-old NonTg and 3xTg-AD mice received the selective f3AR

agonist CL-316,243 or saline for a month. We found that chronic administration of the agonist stimulated BAT
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thermogenesis and improved glucose homeostasis. Enhanced thermogenesis was associated with reversed
recognition memory impairment in 16 months 3xTg-AD mice and reduced insoluble AB42/AB40 ratio in the

hippocampus, while tau pathology remained unaffected.

1.6.1. B3AR agonist: a two in one strategy to target both metabolic and
thermoregulatory defects

The most important characteristic of CL-316,243 is to improve metabolic disorders through enhanced BAT
activity (Burkey et al., 2000; de Souza et al., 1997; Kim et al., 2006; A. Kumar et al., 2015; Labbé et al., 2016).
In the present study, B3AR agonist induced weight loss in both NonTg and 3xTg-AD mice. Food consumption
was higher in 3xTg-AD compared to NonTg mice, in agreement with previous work in this mouse model
(Adebakin et al., 2012; K. Do et al., 2018), and CL-316,243 increased food intake in NonTg mice. These data
are consistent with increased energetic expenditure compensated with higher calorie intake following B3AR
stimulation (Gavrilova et al., 2000; Xiao et al., 2015). We previously showed that female 3xTg-AD mice display
age-dependent glucose intolerance starting from 12 months (Vandal et al., 2015b). While the difference in
glucose tolerance between NonTg and 3xTg-AD mice was not frank in the present work because only male
mice were used, fasting blood glucose in 3xTg-AD was higher than in NonTg mice. It is noteworthy that the
CL-316,243 improved peripheral glucose metabolism in 16-month-old mice of both genotypes. Of note, the

improvement was observed in mice fed a chow diet, suggesting benefits even in non-diabetic animals.

Using hourly telemetric recordings of body temperature, we noted that 3xTg-AD mice displayed wider
amplitude of body temperature throughout the day compared to NonTg mice, suggesting that thermoregulation
in 3xTg-AD mice is affected. B3AR agonist increased the amplitude of body temperature variation during the
light phase, corresponding to the period of drug administration, but not during the dark phase. The wider
variation in body temperature is consistent with higher body temperature after CL-316,243 injection, as shown
by the temperature recorded a few hours after the first i.p. injection and previous work (Szentirmai and Kapas,
2017). However, we did not observe chronic hyperthermia, which would have been a major side effect of B3AR
agonists, perhaps compromising any potential translation to clinical use. B3AR stimulation leads to increased
thermogenic activity of BAT in young mice (Labbé et al., 2016; Poher et al., 2015; Xiao et al., 2015). While
levels of B3AR were decreased in NonTg treated mice, confirming that the agonist effectively binds to its
target, this does not seem to alter higher BAT thermogenesis, as UCP1 protein levels were still high after a
month (Nedergaard and Cannon, 2013). In addition, we observed an increase in the NADH dehydrogenase 1
beta subcomplex subunit 8 (NDUFB8 or complex |) in the BAT of CL-316,243-injected mice, further confirming

that the B3AR stimulation increases BAT thermogenesis and heat generation (Nam and Cooper, 2015). These

113



data support a sustained effect of CL-316,243 on BAT thermogenesis after a one-month chronic treatment.
B3AR agonists have been reported to enhanced energy expenditure and BAT thermogenic activity in humans
as well (Cypess et al., 2015; Loh et al., 2018), but studies in the elderly are lacking. Overall, our data confirm

that CL-316,243 was efficient to improve both thermoregulation and metabolic deficits, even in old mice.

1.6.2. B3AR stimulation reverses memory deficits in old 3xTg-AD mice
An important result of our study is the reversal of recognition memory deficit induced by B3AR stimulation in
16-month-old 3xTg-AD mice. Indeed, we observed a +19% of Rl between baseline (14 months) and post-
treatment evaluation (16 months). These results were not explained by changes in exploratory behavior or
locomotor activity. The RI of NonTg mice following treatment did not reach statistical significance perhaps due
to lower statistical power (n=5) or a deleterious effect. No previous report on the behavioral effects of CL-
316,243 treatment in mice was found in the literature. Nevertheless, the data also suggest that B3AR-induced
improvement in memory was specific to 3xTg-AD mice. The randomized-start design ensured that all animals
were similar before undergoing saline or CL-316,243 treatment. Thus, our results are consistent with a

disease-modifying effect of B3AR stimulation in the 3xTg-AD mice.

Since metabolic disorders alter cognitive function and lead to memory defects (Abbondante et al., 2014;
Gunstad et al., 2010; Rajasekar et al., 2017; Takeda et al., 2010; Tong et al., 2019), improved peripheral
metabolism could be involved in better recognition memory in 3xTg-AD mice. However, it is not excluded that
CL-316,243 has a direct effect on the CNS. Indeed, B3AR are present in various regions of the brain, although
to a much lower extent compared to the BAT (B. A. Evans et al., 1996, Summers et al., 1995), but their
physiological roles in the CNS are not known. Although it has been shown that CL-316,243 increases sleep in
mice (Szentirmai and Kapas, 2017) and reduces Ap-induced long-term memory deficits in chicks (Gibbs et al.,
2010), the behavioral effects of B3AR agonists are poorly investigated. Nonetheless, enhanced UCP1 levels in
BAT were correlated with higher improvement in RI in 3xTg-AD mice, supporting the idea that higher BAT

thermogenesis induced by B3AR stimulation is involved in improved memory performance.

Previous studies reported that B3AR agonists, including the CL-316,243, increase tryptophan content and
serotonin synthesis in the brain (Claustre et al., 2008; Lenard et al., 2003). In addition, the SR856611A
(Amibegron®) improves anxiety and depressive symptoms, as evaluated by the forced swim test and the
elevated plus maze (Consoli et al., 2007; Stemmelin et al., 2008; Tamburella et al., 2010), and has been the
subject of phase Il clinical trial for depression (NCT0025330). We thus assessed anxiety-like behavior with the

dark-light box emergence test but did not detect any change following the treatment in 16-month-old mice.
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1.6.3. B3AR stimulation decreases insoluble AB42/AB40 ratio in the
hippocampus of 3xTg-AD mice
Another important result from our study is the decreased insoluble AP42/Ap40 ratio by 27% in the
hippocampus of old 3xTg-AD mice. Indeed, amyloid deposition is one of the main features of AD and is age-
dependently reproduced in the 3xTg-AD mice (Oddo et al., 2003b; Vandal et al., 2015b). It is also currently the
most important drug target and biomarker endpoint in clinical trials (Cummings et al., 2018; Selkoe and Hardy,
2016). Interestingly, the Ap42/AB40 ratio is increased in the familial form of AD and is inversely correlated with
the age of onset of the disease (Kumar-Singh et al., 2006; Tanzi, 2012). Decreased AB42/Ap40 ratio suggests
a shift in APP cleavage from APB42 to Ap40, which is less prone to aggregation than AB42. Importantly,
increased Ap42/AB40 ratio precedes amyloid plaque formation in the Tg2576 mouse model of AD (Jacobsen
et al., 2006). Although we did not find changes in amyloid plaque loads after the one-month treatment, a longer
or a preventive treatment could be necessary to detect a significant slowing of amyloid deposition in transgenic

mice.

We did not find any changes in the level of tau phosphorylation following CL-316,243 administration. However,
it does not mean that B3AR stimulation has no effect at all on tau phosphorylation. Indeed, we recently
showed that improved BAT thermogenesis through repeated cold exposure protects old 3xTg-AD mice from
cold-induced tau phosphorylation (Tournissac et al., 2019). Thus, although not tested in the present study, it is
possible that pharmacological B3AR stimulation also confers protection against cold-induced tau
phosphorylation. Finally, GLUT1 levels were decreased in the hippocampus of 3xTg-AD mice compared to
NonTg mice, corroborating with defects in glucose uptake, blood-brain barrier transporters and decreased
cerebral vascular volume observed in this mouse model of AD (Bourasset et al., 2009; T. M. Do et al., 2014;
2016; Nicholson et al., 2010).

1.6.4. Conclusion: potential translation to clinic

The present work aimed to determine whether B3AR agonists could be repurposed in AD. This class of drugs
is actively being tested in clinical studies for metabolic diseases, and CL-316,243 has been previously
investigated in humans as well (Weyer et al., 1998). Importantly, Mirabegron® is FDA-approved for use for
overactive bladder (Chapple et al., 2014b; Cypess et al., 2015), and large randomized controlled trials have
confirmed its safety and tolerability profiles (Chapple and Siddiqui, 2017). Thus, the potential translation to

clinical use of this class of drugs in AD is high. Nonetheless, it has to be noted that in humans, potential side
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effects of B3AR agonists include cardiovascular dysfunction induced by non-specific activation of 1 and p2
adrenergic receptors. Indeed, one administration of Mirabegron® at a dose of 200 mg (fourth times the clinical
dose) is able to activate BAT activity in adults, but it also induces cardiac arrhythmia (Cypess et al., 2015).
While the clinical dose of 50 mg does not seem to be efficient to acutely stimulate BAT (Baskin et al., 2018), a
recent study showed that 100 mg of Mirabegron® enhances thermogenesis without any cardiovascular side
effects in adults (Loh et al., 2018). Yet, long-term studies investigating chronic effect of B3AR agonists in BAT

thermogenesis in humans are needed.

Altogether, our results in a mouse model of AD demonstrate for the first time that B3AR agonists are potent
tools to reverse memory deficits and insoluble Ap42/AB40 ratio in the hippocampus. It is the first study to our

knowledge to investigate the potential of this class of drugs in AD neuropathology and behavior.
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Figure 3.1. B3AR stimulation improves peripheral glucose metabolism in NonTg and 3xTg-AD mice.

A: Schematic description of the experimentation. B: Body weight during the one-month experiment and C: at
the end of the experiment. D: Food consumed per day per mice three weeks before and over the one-month
treatment and E: area under curve of food consumption over the one-month treatment. F: GTT performed after
3 weeks of experiment and G: area under curve of the GTT. H: Fasting blood glucose during the GTT. I:
Triglycerides measured in the plasma sampled at the end of the experiment. Data are represented as mean +
SEM (n/group indicated in graphics). Statistics: Two-way ANOVA, effect of treatment: **p<0.01; ****p<0.0001;
effect of genotype: 8&8p<0.0001 (C,G,H). Two-way repeated measures ANOVA, Tukey's post-hoc test:
“p<0.05; “*p<0.01; ***“p<0.0001 (difference between NonTg groups); =p<0.05; <~p<0.01; (difference
between 3xTg-AD groups); “"p<0.01 (difference between saline groups) (F). Kruskal-Wallis, Dunn’s post-hoc
test: @p<0.05; @@p<0.01 (E). NonTg: non-transgenic mice; 3xTg-AD: triple transgenic mice; DL: dark-light box

test; GTT: glucose tolerance test; NOR: novel object recognition test; OF: open field.
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Figure 3.2. CL-316,243 treatment increases brown adipose tissue thermogenesis.

A: Graphical representation of body temperature recorded hourly by telemetric probe in the first two weeks of
experiment (before glucose tolerance and behavioral tests). B: Mean amplitude of body temperature variation
during the light (12-h, from 7 a.m.) and C: the dark phase (12-h, from 7 p.m.). D: Body temperature (T°) and E:
area under curve of the T° after the first CL-316,243 or saline i.p. injection. F: Interscapular BAT weights.
Levels of G: UCP1, H: B3AR and I: mitochondrial oxidative phosphorylation system on eEF2 proteins
measured in BAT by Western blot. J: Examples of Western Blots. Data are represented as mean + SEM
(n/group indicated in graphics). Statistics: Two-way ANOVA, effect of treatment: **p<0.01; ***p<0.001; effect of
genotype: &p<0.05; 4p<0.01; #8p<0.001; &8&p<0.0001 (B,C,E-G,I); Tukey’s post-hoc test: *p<0.05. Kruskal-
Wallis (1), Dunn’s post-hoc test: @ p<0.05 (H). NonTg: non-transgenic mice; 3xTg-AD: triple transgenic mice;
T°: body temperature; UCP1: uncoupling protein 1; eEF2: eukaryotic elongation factor 2; OD: optical density;
BAT: brown adipose tissue; B3AR: 83 adrenergic receptor; CV, CllI, CIV, Cll, Cl: complex V, lll, IV, I, I.

118



Novel object recognition

compartment compartment

0 Saline CL | Saline CL
NonTg | 3xTg-AD

119

A B 100+ NonTg C 100+ 3xTg-AD
& 8o & 8o
3 3
$$
AN 2 60 ns 2 60 .42ns
§ 50 p--d-== = § 50 f--mmmmm-=--
EE—E 0| o £ 40]
1h g O Pre-treatment g B Pre-treatment
@ 20 @ 20
14 O~ Saline (n=5) o —@- Saline (n=8)
: : -0~ CL316,243 (n=5) -©- CL-316,243 (n=10)
5min 5 min T S G
FE e R ®
DA100 E 207 ¢ F 80 G £ 1.5
B # o 5 | e » B o 2 b H
- O o '__ o
E%m 00 315 s 2o o g o 2
£ Q o °e 8 1.01 °2
< 60{f8 © £ s 2 -57°
2 50 2 < 10 g N
c kel o) =
D 40 = 3 ~ oo
S o o el . 0.5+
3 S gl ) i
— 204 3 s 2 °©
g ] o o =O= NonTg: ns
i 0 6||5 ol ol [} 00?—0— 3xTg-AD: 2=0.37*
Saline CL | Saline CL ON ON ON ON Saline CL }Saline CL > 50 0 50 100 150
NonTg | 3xTg-AD Saline CL | Saline CL NonTg § 3xTg-AD % change in recognition index
NonTg { 3xTg-AD (before versus after treatment)
Open field
£
H 50 cm I = 157 J 25-
P — c
50 cm /' 3 5 %
, I ° S
5] & 20
X e ° ° £ )
2 10 ° 5
£ @0 e
= o © o 3 15
50cm | S ° @
4 S 5 % 104
+ = 54 o
] o
® o000 ey E= s
P g 5
£ o <
% 0~ Saine oL TSaline CL 0-Saine cL TSaline CL.
> NonTg | 3xTg-AD NonTg | 3xTg-AD
Dark-light box
o
K 8 300 M 601 "
€ P e B
[} o o
£ 8 o
20cm 5 200 2 40
o >
£ e o
: : o &
= K] o
/ S100{ © g 201
20 cm ° 8 B
20 cm f =
Dark Light é
E

0~ aiine cL TSaline CL.

NonTg | 3xTg-AD

Figure 3.3. B3AR stimulation reverses memory deficits in 16-month-old 3xTg-AD.

A: Description of the novel object recognition test. Evolution of the recognition index assessed before and after
the treatment for the CL-316,243 and the saline-injected groups in B: NonTg and C: 3xTg-AD mice. D:
Recognition index, E: time spent exploring the old (O) and the novel (N) object during the 5-minutes acquisition
phase and F: total observations measured at the end of the experiment (final, 16-month-old mice). G:
Correlation between % change in recognition index before and after the treatment and UCP1 levels measured

in BAT. H: Representation of the open field apparatus. I: Total distance traveled and J: average speed during



the one-hour test. K: Representation of the dark-light box. L: Time spent in the light compartment and M:
latency to do the first exploration in the light compartment. Recognition index = (time exploring the novel object
/ total exploration time) x 100. Data are represented as mean £ SEM (n/group indicated in graphics). Statistics:
Paired t-test (Baseline versus final recognition index (B,C); Old (O) versus novel (N) object (E)): $p<0.05;
$p<0.01 (B,C,E). One sample t-test versus 50% (random chance): #p<0.01 (D). Pearson r correlation:
*p<0.05 (G). Two-way ANOVA, effect of genotype: &p<0.01 (J,M). NonTg: non-transgenic mice; 3xTg-AD:

triple transgenic mice; O: old object; N: novel object.
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Figure 3.4. B3AR stimulation reduces insoluble AB42/AB40 ratio in the hippocampus of 3xTg-AD mice.

Human AB40 and Ap42 peptides measured by ELISA in the A,B: detergent-soluble and in the C,D: detergent-
insoluble fractions of hippocampus homogenates of 3xTg-AD mice. E: Ratio of insoluble AB42 on AP40
peptides. F: Immunohistochemistry of amyloid plaques detected with the MOAB-2 antibody in the
hippocampus of 3xTg-AD mice (20X magnification). Data are represented as mean + SEM (n/group indicated
in bars). Statistics: Unpaired Student t-test: #p<0.05.
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Figure 3.5. B3AR stimulation has no effect on tau phosphorylation in the hippocampus of 3xTg-AD

mice.

Phosphorylated and total tau protein measured in A-F: detergent-soluble and H-K: detergent-insoluble
fractions of hippocampus homogenates of non-transgenic and 3xTg-AD mice. G: Examples of Western Blots.
Data are represented as mean £ SEM (n/group indicated in bars). Statistics: Two-way ANOVA, effect of
genotype: 38p<(0.0001.
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1.9. Supplementary data

NonTg 3xTg-AD Two-way ANOVA (p values)
Saline CL-316,243 Saline CL-316,243 | Genotype | Treatment| Interactions
Mean SD | Mean SD | Mean SD | Mean SD
Synaptic proteins
Drebrin 246 + 055| 266 + 053] 225 + 035| 204 + 0,34] p=0.0045** ns ns
PSD95 717 + 159| 7,03 + 127] 686 + 061 641 <+ 0,66 ns ns ns
Septin 3 219 + 093 213 + 0,76] 221 + 1,02| 223 + 1,14 ns ns ns
Kinases
GSK3B(Ser9) / GSK3B tot 021 + 06| 0,48 + 0,13] 021 + 0,14| 021 + 0,10 ns ns ns
AKT (Serd73) / AKT tot 030 + 014 032 + 0,13] 033 + 0,11| 037 + 0,22 ns ns ns
APP production and clearance
BACE-1 4,21 + 1,83 399 + 143] 449 + 226| 437 <+ 226 ns ns ns
APP (6E10) 0,10 + 0,04 0,243 £ 0,07 1,35 £+ 0,71 146 + 0,87 n/at ns ns
APP (22C11) 1,16 £ 0,44 1,22 + 041 2,81 + 1,46 291 + 1,60| p<0.0001**** ns ns
APP C-terminal fragment 227 + 1,01 234 £ 091 4,04 + 216| 417 + 2,31 n/at ns ns
sAPPa 021 + 008 025 + 009] 184 + 088 1,87 + 0,90 n/at ns ns
X11a 1,98 + 047 207 + 042] 132 <+ 0,28 1,28 =+ 0,33] p<0.0001**** ns ns
IDE 245 + 048 262 + 0,35] 2,31 + 0,58 2,19 + 0,71 ns ns ns
LRP1 1,36 + 0,33 1,38 + 0,38] 140 + 042| 136 + 046 ns ns ns
RAGE 1,90 + 0,87 1,81 + 058] 229 + 1,16 239 + 1,25 ns ns ns
Others
Bax / Bcl-2 11,51 + 7,44| 10,06 + 541| 1061 + 3,32 12,18 + 561 ns ns ns
GFAP 310 + 126| 281 + 095] 353 + 173 389 + 186 ns ns ns
NeuN 158 + 041 163 + 032] 169 + 035 169 + 038 ns ns ns
GLUT1 50 kDa 064 + 020 059 + 038] 036 + 020| 036 =+ 0,11] p=0.0014** ns ns
GLUT1 45 kDa 2,76 + 0,71 280 + 0,72| 226 + 034| 220 + 0,38] p=0.0022** ns ns

n/at: non applicable, human-specific antibody

Supplementary Table 3.1. Other AD markers not affected by CL-316,243 treatment.

Relative optical density of proteins normalized on actin measured in detergent-soluble fraction of hippocampus

homogenates by Western Blot. Data are represented as mean + SD, n= 9-12 per group.
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Antibody [Clone [Specificity [Host _ [Source
Primary antibodies

Actin monoclonal _[B-actin Mouse |Applied Biological Materials (Richmond, BC, Canada)
AKT polyclonal AKT a.a. 345-480 Rabbit__|Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)
AKT (phospho Ser473) [polyclonal AKT, phosphorylated at Ser-473 Rabbit |EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
AB (MOAB-2) 6C3 Amyloid-B 40 and 42, unaggregated, oligomeric and firbillar Mouse |EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
APP/AB (6E10) 6E10 APP a.a. 1-16 Mouse _|Covance, Inc. (Princeton, NJ, USA)
APP (22C11) monoclonal _|All three forms of APP: immature, sSAPP and mature |Mouse |EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
APP CTF polyclonal a.a. 751-770 of APP Rabbit |EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
sAPPa 2B3 Synthetic peptide of the C-terminal part of Human sAPPa Mouse _|IBL (Fujioka, Japan)

3AR polyclonal mouse beta 3 adrenergic receptor, aa 350 to C-teminus Rabbit _|Abcam (Cambridge, MA, USA)
|§ACE-1 monoclonal _|synthetic peptide (ab108394) |Mouse [EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
Bax polyclonal total bax protein Rabbit__|Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
|_Bc|-2 polyclonal total bcl-2 alpha protein Rabbit __|Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
Drebrin Mx823 c-term peptide (a.2.632-649) Mouse _[Progen Biotechnik GmbH (Heidelberg, Germany)
eEF2 polyclonal total eEF2 protein independant of phosphorylation Fabbit Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
GFAP GA-5 GFAP Mouse _|Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA)
GLUT1 monoclonal _|synthetic peptide, c-terminus (ab40084) Mouse |Abcam (Cambridge, MA, USA)
GSK3p monoclonal _|Rat GSK-3p aa. 1-160 Mouse _[BD Biosciences (Mississauga, ON, Canada)
GSK3B (phospho Ser9) |polyclonal GSK3B, phosphorylated at Ser-9 Rabbit _|Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
|IDE polyclonal a.a. 93-273 Rabbit _|Abcam (Cambridge, MA, USA)
LRP1 EPR3724 synthetic peptide Rabbit _|Abcam (Cambridge, MA, USA)
Mitochondrial oxidative |\ o1 (Total OXPHOS complexes: G, CIl, Clll, GIV and GV subunits |Rabbit ~|Abcam (Cambridge, MA, USA)
phosphorylation system
NeuN monoclonal _[a.a. 1-100 Rabbit _|Abcam (Cambridge, MA, USA)
PSD95 monoclonal |aa 77-299 Mouse _|NeuroMab (Davis, CA, USA)
RAGE monoclonal _|Gly23 - Leu342 Rat R&D system (Minneapolis, MN, USA)
Septin3 polyclonal synthetic peptide Rabbit [Novus biologicals (Oakville, ON, Canada)
Tau (total) TauC polyclonal c-terminal region of tau protein Rabbit _|Dako (Burlington, ON, Canada)
Tau (total) Tau13 Total human tau Rabbit _|Dako (Burlington, ON, Canada)
Tau (phospho) Tau1-PC1C6 |Tau, phosphorylated at Ser195, Ser198, Ser199 and Ser202 [Mouse |EMD Millipore (Billerica, MA, USA)
Tau (phospho) AT180 Tau, phosphorylated at Thr-231 Mouse _|Pierce Endogen Inc. (Rockford, IL, USA)
Tau (phospho) AT270 Tau, phosphorylated at Thr-181 Mouse _|Pierce Endogen Inc. (Rockford, IL, USA)
Tau (phospho) CP13 Tau, phosphorylated at Ser-202 |Mouse _|Generous gift from Peter Davies
Tau (phospho) PHF1 Tau, phosphorylated at Ser-396 and Ser-404 Mouse _|Generous gift from Peter Davies
UCP1 monoclonal _|a.a. 145-159 Rabbit |Abcam (Cambridge, MA, USA)
X11a polyclonal X11, a.a. 1-220 Rabbit _|Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)

Secondary antibodies

Goat anti-mouse

[Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat anti-mouse IgG (H+L) [Goat

[Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA, USA)

Goat anti-rabbit

|Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat anti-rabbit IgG (H+L)

|Goat

|Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA, USA)

Supplementary Table 3.2. Antibodies used in this study.
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Conclusion

Cette section de la thése comprend un retour sur les résultats des articles présentés ci-dessus, puis une
discussion sur les limites, les questions soulevées et les perspectives de nos résultats. Enfin, elle se terminera

par une conclusion générale.

1 Retour sur les résultats

Chapitre 1 : L’age avancé potentialise la phosphorylation de tau
induite par le froid: lien entre déficit de thermorégulation et

maladie d’Alzheimer.

Cette étude fait suite aux résultats d’'une premiére publication de notre équipe montrant que les souris 3xTg-
AD sont plus susceptibles & une exposition au froid que les souris NonTg, dans le sens ol 'augmentation de
la phosphorylation de la protéine tau dans leur cortex est plus importante que les souris contréles (Figure 14)
(Vandal et al., 2016).

L’objectif de ce travail était de vérifier si 'dge pouvait étre un facteur aggravant la phosphorylation de tau en
réponse a une diminution de température corporelle. Nous avons donc exposé des souris jeunes (6 mois) et
agées (18 mois) a une température de 4°C pendant 24 heures, puis analysé la phosphorylation de tau sur
différents épitopes dans le cortex pariéto-temporal. Tout d’abord, nous avons observé une diminution de la
température corporelle d’environ 2°C et une augmentation de I'expression d’'UCP1 dans le TAB de maniere
équivalente entre les souris jeunes et &gées. Ensuite, nous avons de nouveau confirmé 'augmentation
drastique de la phosphorylation de la protéine tau en réponse a une diminution de température corporelle. De
facon intéressante, la phosphorylation de tau sur les épitopes Thr231 et Thr181 était significativement
augmentée seulement pour les souris agées, tandis que les souris jeunes présentaient une plus grande
inactivation de la kinase GSK3[ (mesurée par la phosphorylation sur la Ser9). Ces résultats suggérent que
I'age est un facteur qui potentialise I'effet de la diminution de la température corporelle sur la phosphorylation
de la protéine tau. Cette différence entre souris jeunes et &gées pourrait s'expliquer par un manque

d’inactivation de la GSK3p chez les souris agées.
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Cette étude propose une explication originale quant au fait que les personnes agées soient les principales
touchées par la MA : '4ge avancé augmente la susceptibilité a la phosphorylation de la protéine tau induite
par une hypothermie. Comme les personnes agées présentent un déficit de thermorégulation et sont plus a
risque d’hypothermie (Gomolin et al., 2005; Hoshino et al., 2007; Sugarek, 1986), des épisodes plus fréquents
de basse température corporelle pourraient conduire a une hyperphosphorylation de tau répétée. Ces effets
pourraient étre additifs pour finalement conduire a la formation d’ENF et éventuellement au développement de
la MA. Toutefois, I'hyperphosphorylation de la protéine tau suite a une hypothermie reste & démontrer chez

'humain.

En revanche, il ne faudrait pas tirer de nos résultats la simple conclusion que la température ambiante est
dangereuse pour les personnes agées et qu'il suffirait de les maintenir a des températures plus élevées pour
prévenir la démence. Nous avons utilisé une exposition a une température ambiante froide comme méthode
pour diminuer rapidement la température corporelle des animaux et induire une réponse thermogénique. Bien
qu’une semaine d’exposition a une température thermoneutre soit bénéfique pour les souris 3xTg-AD (Vandal
et al., 2016), il s'agit bien de la modification de la température corporelle, et non simplement de la température
externe, qui induit un changement de la phosphorylation de la protéine tau. En effet, plusieurs études ont
montré que I'hypothermie induite par une anesthésie ou une diminution du métabolisme (hypoglycémie ou
hibernation) provoque également cette hyperphosphorylation de tau, sans modification de la température
ambiante (Planel et al., 2009; 2004; Stieler et al., 2011). De plus, maintenir la température corporelle des

animaux suite & une anesthésie prévient ce phénomene (Planel et al., 2007; 2004).

Ainsi, il est nécessaire de mieux comprendre par quels mécanismes les changements de température
corporelle influencent la phosphorylation de la protéine tau. L’hypothése découlant de ces deux premieres
études est que la modulation (& la hausse ou a la baisse) des mécanismes de thermorégulation influence la
neuropathologie Alzheimer (Tournissac et al., 2017; Vandal et al., 2016). Cette hypothése a été investiguée

dans les deux chapitres suivants.

Chapitre 2: Les expositions répétées au froid protégent un
modéle murin de la maladie d’Alzheimer de la phosphorylation de

tau induite par le froid.

L’objectif de ce deuxieme chapitre était de déterminer I'effet d’'une stimulation de I'activité du TAB de maniére

« naturelle » ou non-pharmacologique sur la neuropathologie Alzheimer chez la souris 3xTg-AD agée. Nous

125



avons sélectionné la souris 3xTg-AD car elle présente a la fois les pathologies tau et amyloide, qui sont les
deux marqueurs neuropathologiques principaux de la MA (Oddo et al., 2003b; Querfurth and LaFerla, 2010).
De plus, le développement de la neuropathologie se fait de maniére trés progressive dans le cerveau de ces
souris (Belfiore et al., 2018; Vandal et al., 2015b), nous permettant d'inclure le facteur de I'dge avancé, si
important dans la MA (Rocca et al., 2011b; Solomon et al., 2014). Nous avons précédemment montré que
cette souris développait également des désordres métaboliques et un déficit de thermorégulation au fur et a
mesure de son vieillissement, faisant d’elle un modéle de choix pour la présente étude (Vandal et al., 2016;
2015b; 2014b).

Nous avons choisi de faire des expositions répétées au froid pour stimuler le TAB, une méthode bien connue
pour réduire les désordres métaboliques en augmenter la thermogenése, que ce soit chez le rongeur ou chez
humain (Hanssen et al., 2015b; Ravussin et al., 2014; van der Lans et al., 2013). Cette approche se voulait
globale : elle ne fait pas intervenir uniquement la thermogenése du TAB mais aussi la thermogenése avec
frissons des muscles squelettiques (Blondin et al., 2017; Cannon and Nedergaard, 2004; Silva, 2006). Elle est
donc moins spécifique a I'activité du TAB que I'approche pharmacologique utilisée dans le troisiéme chapitre.
Nous aurions pu réaliser une acclimatation au froid plus progressive en plagant les animaux dans une piéce
dont la température diminue de 2°C par jour pour atteindre une température de 4°C afin de stimuler la
thermogenése de fagon plus chronique et non pas intermittente (Mineo et al., 2012). Toutefois, ce protocole
est plus demandant au niveau métabolique pour la souris a long terme, ce qui n'est peut-&tre pas adapté pour
un animal &gé. Aussi, il aurait été impossible de réaliser le test de tolérance au glucose sur des animaux dans
la chambre froide puisque la combinaison du jelne de 6 heures et de I'exposition au froid aurait induit un
stress métabolique et une hypoglycémie plus importante, ce qui est trop risqué pour nos animaux agés de 16

mois.

Nous avons donc exposé de fagon quotidienne des souris 3xTg-AD de 16 mois a 4°C pour une durée
relativement courte de 4 heures a raison de cinq fois par semaine. Ce protocole d'acclimatation au froid a duré
quatre semaines pendant lesquelles un groupe controle est resté & la température d’hébergement de 22°C. A
la fin de la 4éme semaine, un groupe de souris controle a subi une exposition au froid aiglie (4°C, 24 heures)
de méme que le groupe ayant recu les expositions répétées au froid. Cette expérience nous a permis de
constater qu'il était possible d’'augmenter la thermogenése des 3xTg-AD agées de 16 mois, tout en améliorant
leur métabolisme du glucose périphérique et en diminuant les triglycérides plasmatiques. Mais surtout,
stimuler la thermogenése de fagon répétée a permis de protéger les souris transgéniques de I'augmentation
de la phosphorylation de la protéine tau dans I'hippocampe induite par une exposition au froid aigiie. Nous

avons finalement tenté de mettre en lien ces résultats avec une batokine : FGF21. Nous avons observé une
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plus grande quantité plasmatique de FGF21 chez les souris acclimatées au froid, quantité corrélée

négativement avec la phosphorylation de tau dans I'hippocampe de ces animaux.

Ainsi, nos résultats suggérent qu'une meilleure capacité de thermogenese permet de contrer la
phosphorylation de tau induite par une exposition aiglie au froid. Le changement d’activité des kinases et des
phosphatases, principalement la PP2A, est le principal mécanisme proposé pour la modulation de la
phosphorylation de la protéine tau en réponse a un changement de température corporelle (Planel et al., 2007;
2001). Toutefois, nous n'avons pas observé de diminution significative des principales kinases impliquées
dans la phosphorylation de tau, ni d’augmentation de la quantitt de PP2A dans le groupe de souris
acclimatées au froid, mais il n’est pas exclu que son activité soit modulée par notre traitement. En revanche,
nos résultats proposent qu’un lien plus direct entre activité du TAB et phosphorylation de tau existe : ce lien
pourrait se faire via la sécrétion de molécules de signalisation par le TAB (les batokines), et plus
spécifiquement FGF21 (Hondares et al., 2011; Villarroya et al., 2017). En effet, nous avons observé une
corrélation inverse entre les niveaux plasmatiques de FGF21 et la phosphorylation de la protéine tau dans
I'hippocampe, suggérant que des niveaux élevés de cette batokine pourraient étre associés a une
préservation des niveaux de phosphorylation de tau. Toutefois, ceci n'est que corrélatif et les effets des

batokines sur le cerveau commencent a peine a étre étudiés.

Chapitre 3: Un agoniste des récepteurs B3 adrénergiques
renverse les déficits mnésiques et réduit la pathologie amyloide

dans un modeéle murin de la maladie d’Alzheimer.

L’objectif de cette étude était de déterminer I'effet de la stimulation de la thermogenése du TAB & l'aide d’'un
agoniste spécifique des RB3A sur la neuropathologie et le comportement des souris 3xTg-AD agées de 16
mois. Plus largement, nous voulions savoir si cette molécule pourrait étre un bon candidat pour le traitement
de la MA. Nous avons sélectionné la souris 3xTg-AD car cette souris présente a la fois les pathologies tau et
amyloide associées a déficits cognitifs. Des souris 3xTg-AD et non-transgéniques (NonTg) dgées de 15 mois
ont regu le CL-316,243 a une dose de 1 mg/kg, un agoniste spécifique des RB3A, ou du salin, tous les jours

pendant un mois.

Nous avons d’'abord confirmé que le CL-316,243 permettait d’améliorer le métabolisme périphérique des
souris de 16 mois, quel que soit leur génotype, en diminuant leur poids et en améliorant leur tolérance au

glucose, méme si ces souris n'étaient pas diabétiques. Une amélioration du métabolisme du glucose sur des
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souris non diabétiques a déja été observée précédemment, mais sur des souris plus jeunes (Xiao et al., 2015).
D’autre part, la prise alimentaire était augmentée uniquement chez les NonTg en réponse au traitement,
rejoignant le niveau de consommation des souris 3xTg-AD. De plus, I'agoniste des RB3A a permis
d’augmenter la thermogenése des animaux &gés comme l'indiquent la hausse de température corporelle post-
injection ainsi que l'augmentation d'UCP1 et du complexe | de la chaine de phosphorylation oxydative
mitochondrial. Bien que les améliorations métaboliques et 'augmentation de l'activité de thermogenése du
TAB suite a 'administration du CL-316,243 soient bien connues, il s'agit de la premiére étude testant cette
molécule sur des animaux agés a notre connaissance. Les souris 4gées montrant une thermorégulation moins
efficace que les souris jeunes (Gonzales and Rikke, 2010; Talan, 1997; Tatelman and Talan, 1990), il aurait
été possible que I'agoniste ait peu ou pas d’effet sur les souris agées, et d’autant plus pour les souris 3xTg-

AD, qui présentent un déficit de thermorégulation.

Le traitement d’un mois avec I'agoniste a permis de réduire le déficit cognitif des souris 3xTg-AD agées. A
notre connaissance, il s'agit de la premiére démonstration d'un effet mnésique d’un agoniste des RB3A dans
un modéle murin de la MA. En effet, seulement une étude a notre connaissance a observé une amélioration
mnésique chez des poussins ayant regu une injection de peptides Ap42 aprés administration intracranienne
de CL-316,243 (Gibbs et al., 2010). De plus, nous avons observé une corrélation positive entre la quantité
d’'UCP1 dans le TAB et le pourcentage d’augmentation du score au test de reconnaissance d'objet
spécifiquement chez les souris 3xTg-AD, suggérant que cette meilleure performance était lige a
'augmentation de thermogenése du TAB. En revanche, le test de reconnaissance d'objet avec seulement une
heure d’intervalle entre les deux phases, bien qu'adapté pour la souris 3xTg-AD &gée, ne permet pas de
savoir si cet effet est spécifique aux souris présentant un déficit cognitif, ou bien si le CL-316,243 a un effet
global d’amélioration de la mémoire. Pour répondre a cette question, il faudrait réaliser des tests plus
sensibles avec une tache plus difficile pour détecter une amélioration mnésique sur des souris sans trouble de
la mémoire. Par exemple, il faudrait faire un test de reconnaissance d'objet avec un intervalle de 24 heures
entre les deux phases (correspondant a I'évaluation de la mémoire a long terme), ou encore un test de
localisation d’objet, permettant d’évaluer la mémoire spatiale, sur des souris jeunes et non-transgéniques
(Cohen et al., 2013; Leger et al., 2013; Vogel-Ciernia and Wood, 2014).

Contrairement & nos deux précédentes études, I'agoniste des RB3A n’a eu aucun effet sur la phosphorylation
de la protéine tau (Tableau C1). Au vu des améliorations métaboliques des souris ayant regu le traitement,
nous aurions pu nous attendre a une diminution de la phosphorylation de la protéine tau. Il n'est toutefois pas
exclu que, comme nos résultats obtenus avec les expositions répétées au froid, I'agoniste des RB3A
permettent de protéger les souris contre une hyperphosphorylation de tau induite par une exposition aigiie au

froid. Une exposition de 24 heures a 4°C apres I'administration du CL-316,243 pendant un mois permettrait de
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répondre a cette question. En revanche, cette méthode pharmacologique a quant a elle eu des effets
bénéfiques sur la pathologie amyloide. Plus précisément, le ratio de peptides AB42/Ap40 insolubles était
diminué dans I'hippocampe des souris 3xTg-AD ayant regu le traitement. A titre de comparaison, nous avions
précédemment montré qu'une exposition a une température thermoneutre de 28°C diminuait les niveaux
d’Ap42 insolubles dans le cortex des souris 3xTg-AD en augmentant la quantité du transporteur LRP1
(Tableau C1) (Vandal et al., 2016). Toutefois, nous n'avons ici observé aucun changement dans la quantité de
LRP1, RAGE ou encore BACE-1 et APP. Il est possible que les améliorations du métabolisme périphérique
des souris soient en lien avec la diminution du ratio AB42/AB40. En effet, une précédente étude de notre
équipe montre qu’une injection d'insuline induit une clairance des peptides AP du cerveau vers la périphérie
chez la souris 3xTg-AD, sans pour autant modifier la quantité de LRP1 (Vandal et al., 2014b). Les liens entre
altérations métaboliques et neuropathologie de la MA seront discutés plus en détail dans la section « 2.4

Mécanismes potentiels par lesquels la thermogenése peut affecter la MA ».

Traitement Souris | Comportement Neuropathologie Référence
e NonTg et A pTau
Ex?ng";‘li‘f”e 3xTg-AD ND A APP, soluble AB42/AB40 | Vandal 2016
’ 12 mois W protéines synaptiques
Exposition aigiie 6N Zﬂg ND A pTau To%rg;s?sac
(4°C, 24 h) mois = protéines synaptiques (chapitre 1)
. - ) A pTau Tournissac
Ex?ng"’z’mgue %Tr% g\ig ND = AB40 et AB42 2019
’ = protéines synaptiques (chapitre 2)
Expositions répétées 3xTa-AD Protection contre pTau Tournissac
(4°C, 4h par jour, un 16 r%ois ND = Ap40 et Ap42 2019
mois) = protéines synaptiques (chapitre 2)
A\ mémoire de = pTau
Thermoneutralité 3xTg-AD | reconnaissance ¥ insoluble pAB42' A LRP1 | Vandal 2016
(28°C, une semaine) | 20 mois W anxiété A protéines s e otiques
= locomotion P ynapiq
Agoniste des RB3A A mémoire de = pTau Tournissac. en
1 m(gclllzgsgaGrngjr un 3%X6Tg]§£) reczn:r?)l(is;znce W insoluble AB42/AB40 préparation
mois) = locomotion = protéines synaptiques (chapitre 3)

Tableau C1. Effets des différentes approches pour moduler la thermorégulation sur la neuropathologie

de la MA chez la souris.

De maniéere générale, notre étude est la premiére a avoir testé cette classe de molécule dans la MA. Nos
résultats suggerent que les agonistes des RB3A seraient bénéfiques pour la MA, du moins en ce qui a trait a

la pathologie amyloide et la mémoire de reconnaissance. Bien que des études plus longues et sur d’autres
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modeles animaux soient nécessaires pour confirmer nos résultats, il s'agit d’une toute premiere preuve de

concept quagir sur les RB3A représente une cible thérapeutique intéressante pour la MA.

2 Discussion générale et perspectives

2.1 Température corporelle et phosphorylation de Ila

protéine tau

Les phospho-épitopes de tau que nous avons analysés dans nos différentes études ont été sélectionnés pour
leur importance quant a la MA car ils correlent avec le diagnostic clinique et les déficits cognitifs, incluant la
mémoire épisodique (Tremblay et al., 2007). En effet, une précédente étude de notre équipe a comparé un
grand nombre de marqueurs neuropathologiques dans les cerveaux de volontaires de la Religious Order study
qui ont été cliniquement caractérisés de leur vivant (Tremblay et al., 2017). Les résultats montrent que la
phosphorylation de tau sur I'épitope PHF1 ou AD2 (pSer396/404) est fortement corrélée avec le diagnostic
clinique de la MA, méme dans la fraction soluble. Ce méme épitope est aussi associé avec le score de Braak
et la propagation des ENF. Par ailleurs, les épitope AT180 (pThr231) et PHF1, que ce soit dans la fraction
soluble ou insoluble, sont négativement corrélés avec le score cognitif global des sujets. Bien qu'une seule
exposition au froid de 24 heures ne semble pas suffisante pour induire une augmentation de tau dans la
fraction insoluble, une hypothermie prolongée ou répétée pourrait augmenter I'agrégation de tau et I'apparition
d’ENF. En effet, les études in vitro montrent que les phospo-épitopes que nous avons étudiés sont impliqués

dans I'agrégation pathologique de la protéine tau (Martin et al., 2011).

Nous avons de nouveau confirmé dans nos travaux chez la souris que la phosphorylation de tau était
augmentée lorsque la température corporelle diminue. En revanche, I'effet d'une diminution de la température
corporelle sur la phosphorylation de la protéine tau chez I'humain demeure inconnu. Cela pourrait
éventuellement étre étudié gréce a I'imagerie cérébrale avec des ligands dirigés contre la protéine tau totale et
phosphorylée, actuellement testés chez 'humain, suite & une exposition au froid (Okamura et al., 2018). Une

alternative serait de réaliser un dosage de la protéine tau phosphorylée et totale dans le LCR des participants.

D’autre part, les études présentées dans cette these soulévent la question de savoir si 'augmentation de la
phosphorylation de tau en réponse a I'hypothermie perdure dans le temps ou si elle n’est que transitoire. De

précédentes études apportent des éléments de réponse. Dans le cas d’animaux qui hibernent, celle-ci est
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transitoire : comme mentionné en introduction, il s'agirait d'un mécanisme de protection mis en place pour
protéger le cerveau de I'hypométabolisme (Arendt et al., 2003; Arendt and Bullmann, 2013; Stieler et al.,
2011). Tandis que certaines études avec I'anesthésie observent également un retour a la normal rapide
(Whittington et al., 2015), d’autres rapportent qu’elle pourrait avoir des répercussions a long terme dans le cas
d’expositions répétées par exemple (Le Freche et al., 2012; Planel et al., 2009). Il serait intéressant de refaire
la méme expérience que dans le chapitre 1 avec des animaux jeunes et &gés, en ajoutant des souris
transgéniques, et de sacrifier les animaux soit immédiatement, soit plusieurs jours aprés une exposition aiglie
au froid. Nous avons dailleurs en partie réalisé ces investigations sur des souris non-transgéniques de 12
mois (Figure C1) : ces résultats montrent qu'aprés une seule exposition au froid de 24h & 4°C induisant une
diminution de la température corporelle d’environ 2°C, la phosphorylation de tau sur les épitopes pThr231
(fraction soluble) et pSer396/404 (fraction insoluble) persiste jusqu’a 7 jours, malgré le retour a la normal de la
température des animaux. Toutefois, il est possible que cet effet persistant soit présent uniquement chez les
animaux agés et pas chez les souris jeunes, puisque nous avons montré dans le chapitre 1 que les plus agées

sont plus susceptibles a I'hyperphosphorylation de tau induite par une diminution de température corporelle.
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Figure C1. Persistance de I'hyperphosphorylation de tau aprés une seule exposition au froid de 24

heures a 4°C chez des souris non-transgéniques de 12 mois.
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Les souris non-transgéniques de 12 mois ont été exposées au froid pendant 24 heures a 4°C, puis ont été
sacrifiées par perfusion intracardiaque immédiatement, 3 ou 7 jours aprés I'exposition au froid, tandis qu’un
groupe est resté a 22°C. La phosphorylation de tau soluble (A,B) et insoluble (C,D) a été quantifiée par
Western Blot dans des homogénats de cortex pariéto-temporal. Statistiques : test t de Student non apparié :
différence par rapport au groupe 22°C: *p<0.05; **p<0.01; différence par rapport au groupe 4°C, 0 day:

#p<0.05. Données non publiées.

Bien que I'anesthésie ait un effet sur la phosphorylation de la protéine tau, elle est obligatoire pour des raisons
éthiques évidentes lors du sacrifice des animaux par perfusion intracardiaque. Certaines équipes
n‘anesthésient pas les animaux mais procedent a une décapitation ou dislocation rapide afin de sacrifier les
animaux et ne pas affecter la phosphorylation de tau. Nous avons fait le choix d’anesthésier les animaux, tout
en les maintenant sur tapis chauffant (sauf pour les animaux exposés a 4°C), afin de perfuser les animaux et
de retirer le sang des vaisseaux sanguins. En effet, les anticorps de souris peuvent réagir avec les
immunoglobulines de souris restantes dans les tissus des animaux lors de la méthode de Western Blot ou
d’immunohistofluorescence (Petry et al., 2014). Néanmoins, il est possible de s’affranchir de ce risque de non
spécificité des anticorps en utilisant des anticorps secondaires dirigés contre les chaines légéres des

immunoglobulines.

Finalement, une question qui est souvent revenue lors de nos investigations est de savoir si la température du
cerveau diminue lors des expositions au froid ou autre traitement induisant une hypothermie. Pour répondre a
cette question, il faudrait mesurer la température du cerveau en utilisant des sondes de télémétrie implantées
sur le créne de I'animal (DeBow and Colbourne, 2003). Toutefois, cette méthode trés invasive nécessite une
chirurgie, et donc une anesthésie prolongée, et induit une inflammation au niveau de l'insertion de la sonde,
qui pourrait également influencer nos résultats. Néanmoins, puisque la température du cerveau est
extrémement bien régulée grace au flux sanguin cérébral, certaines études montrent que la température
cérébrale fluctue de facon trés similaire a la température corporelle, et que la mesure abdominale reflete

relativement bien les variations cérébrales (Ootsuka et al., 2009; 2011).

2.2 Lathermorégulation dans les études chez le rongeur

La thermorégulation chez le rongeur est différente de celle de 'humain et fait intervenir différents paramétres.

Dans nos études, nous nous sommes limités & des mesures de température corporelle (par sonde rectale
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dans les deux premiers chapitres, puis par télémétrie dans la derniere étude) et d’analyses biochimiques du
TAB (UCP1 et RB3A principalement). Un élément important de la thermorégulation chez le rongeur que nous
n‘avons pas exploré ici est la diffusion de chaleur, principalement au niveau de la queue de la souris. Nous
aurions pu mesurer les variations de température a l'aide d’'une caméra thermique au niveau de la queue des
animaux afin de déterminer si 'animal a une moins grande perte de chaleur en réponse aux traitements par
exemple (Meyer et al., 2017; Reimundez et al., 2018). Les variations thermiques peuvent également étre
évaluées au niveau du TAB interscapulaire et donnent un indice de I'activité thermogéne de celui-ci (T. D.
Miller et al., 2013; Warner et al., 2013). Finalement, la technique d'imagerie TEP-CT aprés injection de '8F-
FDG est réalisable chez le rongeur et donne une meilleure idée de lactivité du TAB par la mesure de

l'utilisation du glucose dans ce tissu (Coleman et al., 2017; Labbé et al., 2016).

Dans notre troisieme étude, nous avons mesuré la température des souris par télémétrie. Cette méthode est
idéale pour obtenir un suivi continu de la température corporelle des animaux a distance, et donc sans biais de
manipulation (Chapon et al., 2012; Clement et al., 1989; Tokizawa et al., 2015). Cela permet également de
visualiser le rythme circadien des animaux et d’'obtenir non seulement des informations sur la température
moyenne des animaux, mais également sur 'amplitude de variation de température et la durée des phases
(en grande partie guidée par les cycles de lumiére de la salle d’hébergement). Ainsi, toutes ces informations
permettent une comparaison plus fine des différents groupes qu'une seule mesure ponctuelle. Cette mesure
aurait pu étre couplée a un suivi de I'activité locomotrice, nous permettant de mieux interpréter les variations
de température en fonction d’'une hyperactivité ou hypoactivité des animaux (Grosbellet et al., 2016; Knight et
al., 2013; Tokizawa et al., 2015). Nous avons tout de méme réalisé un test d’exploration en champs libre ou
open field, dans lequel nous n'avons observé aucune différence de locomotion entre les groupes sur une
courte période d'une heure. Par ailleurs, la télémétrie nous a permis de constater que les tests
comportementaux réalisés pendant la période diurne, et donc la phase de sommeil des souris, perturbent
grandement les cycles circadiens. On peut considérer que ceci correspond a de la privation de sommeil, un
stress trés important pour les souris ayant des répercussions majeures sur le fonctionnement cérébral (Florian
et al., 2011; Tononi and Cirelli, 2014). Ainsi, réaliser les tests comportementaux dans la phase nocturne, c'est-

a-dire d’activité des animaux, devrait étre la norme et non I'exception dans les études comportementales.

La question de la température d’hébergement s'est régulierement posée dans la planification de nos
expériences. En effet, plusieurs études montrent que la température de 22-23°C, la plus répandue dans les
animaleries, est adaptée pour les expérimentateurs mais pas pour la souris : elle serait trop froide pour ces
rongeurs dont la zone de thermoneutralité se situe davantage autour des 28-30°C (Cannon and Nedergaard,
2010; Gordon et al., 1998; Karp, 2012). Toutefois, cette idée ne fait pas I'unanimité auprés de la communauté

scientifique (Speakman and Keijer, 2013). Les résultats de notre équipe montrent qu'une semaine & 28°C
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augmente la température corporelle des 3xTg-AD de 20 mois de 0,5°C et améliore les déficits cognitifs et la
pathologie amyloide (Vandal et al., 2016). Bien qu’'une semaine a 28°C semble étre bénéfique pour les souris
3xTg-AD, cet effet pourrait étre seulement temporaire. En effet, 'exposition a une température élevée inhibe la
thermogenése du TAB et sa stimulation sympathique (Cui et al., 2016). Ainsi, il est imaginable que le maintien
a long terme (plus d’'une semaine) des animaux agés et présentant un déficit de thermorégulation induira au
contraire une baisse de la capacité de thermogenése sans frissons et éventuellement une hypothermie. Cette
hypothése est soutenue par des résultats de nos collaborateurs (équipe du Dr Planel) montrant qu’exposer
des souris &gées non transgéniques (C57) ou hTau (exprimant la protéine tau humaine non mutée) a 28°C sur
une période d'un mois induit finalement une hypothermie (Figure C2). Ceci aurait donc pu biaiser nos mesures
de métabolisme périphérique, de phosphorylation de la protéine tau et rendre difficile la comparaison avec de
précédentes études.
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Figure C2. Effet de I'exposition d’'un mois a 28°C sur la température corporelle des souris agées.

Des souris C57 de 12 mois et des hTau de 13 et 24 mois ont été exposées a une température de 22°C ou
28°C pendant un mois et leur température rectale a été mesurée. Données non publiées et recueillies par Dre
Anastasia Noél lors de son post-doctorat dans I'équipe du Dr Emmanuel Planel. Statistiques : test de Student
non apparié : #p<0.01; ANOVA a un facteur : * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001; ANOVA a deux
facteurs : $8%8p<0.0001.

Une question qui découle de nos travaux est de savoir quel serait I'effet d’'une abolition totale de la

thermogenése du TAB sur la pathologie Alzheimer. La dénervation du TAB de fagon bilatérale nous

134



permettrait de répondre en partie a cette question, mais aussi de confirmer le réle de ce tissu sur la
neuropathologie Alzheimer (Festuccia et al., 2010; Labbé et al., 2018; Vaughan et al., 2014). L'administration
d'un antagoniste des RB3A est une alternative a la dénervation chirurgicale du TAB que nous avons testée
(Figure C3). Toutefois, les résultats ne montrent qu’une faible diminution de I'expression d’'UCP1 par la plus
haute dose d’'antagoniste (10 mg/kg) en condition d’exposition au froid chez la souris 3xTg-AD de 12 mois.
Nous n'avons cependant pas testé 'administration de I'antagoniste en condition basale, c’est-a-dire sans
stimulation de la thermogenése du TAB par le froid, ni l'effet a long terme de ce traitement. Il semble tout de
méme que la dénervation du TAB représente une meilleure approche afin d’abolir complétement tout activité

thermogénique du TAB dépendante de I'innervation sympathique.
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Figure C3. Effet de I'antagoniste des récepteurs 3 adrénergiques SR 59230A sur I’expression d’UCP1

dans le tissu adipeux brun chez la 3xTg-AD de 12 mois exposée au froid.

Des souris 3xTg-AD ont été exposées a 4°C (blanc) ou a 22°C (gris) pendant 24 heures. Un groupe de souris
exposées au froid a regu le SR 59230A a une dose de 3 mg/kg (rose) ou 10 mg/kg (rouge) a raison d’une
injection toutes les deux heures pendant les 24 heures d’exposition; la derniére injection ayant lieu 5 minutes
avant le sacrifice des animaux. Un groupe de souris non-transgéniques (NonTg, noir) est resté & 22°C. A la fin
de I'exposition, les souris ont été sacrifiées par perfusion intracardiaque a leur température respective et le
TAB a été prélevé. L'expression d'UCP1 et GAPDH ont été mesurées par gPCR dans le TAB. Les souris a
22°C ainsi qu’un groupe (salin) & 4°C ont regu du salin. Statistiques : ANOVA & un facteur, test post-hoc de

Dunnet (différence par rapport au groupe de référence 3xTg-AD salin 4°C) : *p<0.05; ***p<0.001.

135



Nous avons observé une augmentation des marqueurs de thermogenése du TAB en réponse aux expositions
répétées au froid et aux injections d’agoniste des RB3A chez des souris &gées de 16 mois. Bien que des
études montrent qu'il est possible de stimuler I'activité du TAB chez 'humain (Cypess et al., 2015; Hanssen et
al., 2015a), nos résultats ne sont probablement pas entiérement transposables a I'Homme car la
thermorégulation du rongeur et de I'humain sont trés différentes. Par exemple, la quantité de TAB chez la
souris représente 0,8% de son poids total (environ 150 mg pour une souris jeune de 20 g), contre seulement
0,1% pour un humain de 80 kg (si I'on estime & 100 g de TAB) (Carpentier et al., 2018; U Din et al., 2016),
bien que cette valeur soit trés variable d’une individu a l'autre. D’autre part, le métabolisme basal de la souris
est 10 fois supérieur & celui de 'Homme. Egalement, le flux sanguin au niveau du TAB en condition
d’exposition au froid chez la souris est prés de 100 fois supérieur a celui observé chez 'humain (D. O. Foster
and Frydman, 1979). Finalement, 'amplitude de variation de la température corporelle au cours d’une journée
de 24 heures est de 'ordre de 3°C chez la souris contre 1,5°C chez 'humain (Gordon, 2017). Ainsi, bien que
des expositions au froid répétées ne soient évidemment pas envisageables en clinique, surtout sur des
personnes agées, des études cliniques supplémentaires sur une population 4gée sont nécessaires afin de
déterminer si I'approche pharmacologique serait transposable en clinique. En effet, les études évaluant la
quantité et l'activité du TAB par imagerie chez les personnes agées de plus de 60 ans manquent. Il serait

également intéressant d’évaluer ces paramétres aprés I'administration d’un agoniste des RB3A.

2.3 Les altérations métaboliques et la MA

La souris 3xTg-AD est un modéle de choix pour étudier le lien entre altérations métaboliques et MA. Bien que
les déficits métaboliques soient moins importants chez les souris 3xTg-AD males par rapport aux femelles
(Vandal et al., 2015b), nous avons choisi d'utiliser uniquement des méles dans la derniére étude afin de
s'affranchir du biais du cycle cestral des femelles sur la température corporelle. Dans le deuxieme chapitre,
nous avons exposé les animaux a une diéte enrichie en gras a 20% (w/w) afin d’augmenter leurs troubles
métaboliques. Cette diéte représente davantage les niveaux de gras consommeés par un humain dans les pays
occidentaux, mais n'est pas une diéte trés riche en gras induisant une importante obésité et un phénotype

diabétique comme celle riche en gras & 35% (w/w) (Vandal et al., 2014b).

Afin de connaitre I'effet de nos expérimentations sur la dépense énergétique totale de nos animaux dans les
deux derniers chapitres, nous avons suivi le poids et la consommation de nourriture des animaux de fagon

réguliére, donnant une indication de la quantité d’énergie consommée en réponse a notre traitement. Des
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mesures de la dépense énergétique par calorimétrie indirecte, comme cela a été fait dans notre article de
2016 (Vandal et al., 2016), pourraient compléter ces informations en vérifiant que la dépense énergétique est
bien augmentée suite aux expositions répétées au froid et I'administration de I'agoniste. Nous avons observé
une consommation de nourriture accrue chez les souris 3xTg-AD par rapport aux souris non-transgéniques
dans le troisiéme chapitre, comme précédemment observé (Adebakin et al., 2012; K. Do et al., 2018). Cette
hyperphagie peut suggérer une dépense énergétique augmentée des souris 3xTg-AD, compensée par une
hausse de la prise alimentaire. Toutefois, nous avons précédemment montré que la dépense énergétique des
souris 3xTg-AD de 12 mois était plus basse que les souris contrdles (Vandal et al., 2016). Une autre
explication possible est que les souris 3xTg-AD présentent une dérégulation des hormones de la prise
alimentaire, c'est-a-dire la leptine et la ghréline, ou dans le contréle hypothalamique de la prise alimentaire.
Une étude montre justement une réduction de leptine et ghréline plasmatiques de fagon age-dépendant chez
la souris 3xTg-AD (Bonfili et al., 2017). D’autre part, certaines études suggérent une résistante a la leptine
dans le cerveau de patients décédés de la MA (Bonda et al., 2014; Harvey, 2010). Finalement, une étude a
montré que la souris 3xTg-AD présente une réduction de I'agouti related peptide (Agrp) et du melanocortin 4
receptor (MC4R) dans I'hypothalamus a 'age de 3 mois ainsi qu’une réduction du nombre de neurones pro-
opiomélanocortine (POMC) (K. Do et al., 2018). Ainsi, des mesures additionnelles de ces hormones et
récepteurs impliqués dans le contrble de la prise alimentaire dans notre derniere étude permettraient de

confirmer cette hypothése.

Les altérations métaboliques au niveau du SNC sont observées dans la MA (Amold et al., 2018; Steen et al.,
2005). Dans nos trois études, nous avons mesuré les principales protéines impliquées dans la cascade de la
signalisation de I'insuline et dans la phosphorylation de tau dans le cerveau des souris par Western Blot : AKT
(pSerd27), GSK3p (pSer9, pTyr216), MAPK. Bien que certaines de ces kinases soient modulées en condition
d’hypothermie, il est trés difficile d’observer des changements d’activation de cette voie au niveau basal, c’est-
a-dire sans stimulation a l'insuline. Afin de mettre en évidence un éventuel manque de réponse centrale a
linsuline, il serait intéressant d’administrer une dose élevée d'insuline (au moins 1 Ul/kg) ou de salin quelques
minutes avant de sacrifier les animaux (Vandal et al., 2014b). D’autre part, nous avons effectué ces mesures
sur des homogénats totaux d’hippocampe. Or, pour étudier la réponse a l'insuline au niveau de linterface
entre le sang et le cerveau, c'est-a-dire au niveau des cellules endothéliales, il serait possible de réaliser des
déplétion capillaires afin de mesurer ces protéines en Western Blot sur une fraction enrichie en vaisseaux
sanguins cérébraux (Bourassa et al., 2019a; 2019b; Traversy et al., 2016; Woods et al., 2003). Pour ce qui est
du métabolisme cérébral du glucose, nous avons mesuré les isoformes endothéliales et astrocytaires du
récepteur GLUT1 par Western Blot et avons observé une diminution chez la 3xTg-AD de 16 mois par rapport
aux NonTg, mais aucun effet de nos traitements. Pour savoir si le métabolisme du glucose cérébral est altéré,

il serait fort intéressant de réaliser de I'imagerie '8F-FDG sur nos souris 3xTg-AD traitées et non traitées. En
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effet, cette technique a permis de mettre en évidence une diminution du métabolisme du glucose dans
différentes régions cérébrales de la souris 3xTg-AD, qui est surtout bien visible & I'dge de 18 mois (Nicholson
et al., 2010). De plus, une diminution de la captation cérébrale du glucose a été montrée par la technique de
perfusion cérébrale in situ (PCIS) dans des 3xTg-AD de 18 mois (T. M. Do et al., 2014). Cette technique
consiste a perfuser une molécule marquée (ici le glucose) directement dans la carotide interne des souris
anesthésiées afin de quantifier le passage de la molécule a travers la BHE (Alata et al., 2014). Ainsi, cette
méthode permettrait de déterminer si la captation du glucose est modulée par nos traitements dans le cerveau

des souris.

2.4 Mécanismes potentiels par lesquels la thermorégulation

peut affecter la MA

Nos travaux montrent pour la premiere fois que stimuler la thermorégulation du TAB permet de diminuer la
neuropathologie de la MA dans un modéle murin. Toutefois, nous n’avons que peu investigué les mécanismes
sous-jacents les liens entre thermorégulation et MA. Plusieurs pistes, qu'il serait intéressant d'investiguer dans

nos prochains travaux, sont présentées ici (Figure C4).
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Figure C4. Mécanismes par lesquels I'activité de thermogenése du tissu adipeux brun peut moduler la
MA.

L'activité de thermogenése du TAB réduit les désordres métaboliques périphériques (résistance a l'insuline,
hyperglycémie, hyperlipidémie) qui affectent la MA, tant au niveau de l'inflammation, de I'hyperphosphorylation
de la protéine tau et des processus de production, de dégradation et de clairance des peptides amyloides.
Réduire les altérations métaboliques périphériques par une stimulation de la thermogenése pourrait aussi
prévenir ou réduire la résistance centrale a l'insuline et améliorer le métabolisme cérébral du glucose. De plus,
une meilleure régulation de la température corporelle protege contre I'hyperphosphorylation de la protéine tau
et permet une meilleure régulation du flux sanguin, ce qui pourrait limiter les Iésions cérébrovasculaires.

Finalement, le TAB libére des batokines qui ont des effets neuroprotecteurs.

Abréviations : B3AR: 43 adrenergic receptor; AGL: acide gras libre; AKT: protein kinase B (PKB); AMPc:
adénosine monophosphate cyclique; FGF21: fibroblast growth factor 21, GSK3p: glycogen synthase kinase
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3B; INSR: insulin receptor; IDE: insulin degrading enzyme; IRS1: insulin receptor substrate 1; LHS: lipase
hormonosensible; LRP1: low density lipoprotein receptor-related protein 1; NE: norépinephrine; NEP:
neprylisin; PKA: protéine kinase A ; RAGE: receptor of advanced glycated endproduct; TG: triglycérides ;

UCP1: uncoupling protein 1; VEGF: vascular endothelial growth factor.

Nos différentes études montrent clairement qu'une diminution de la température corporelle, induite par des
expositions aiglies au froid par exemple, aggrave la neuropathologie de la MA. Une meilleure capacité de
thermorégulation pourrait donc prévenir I'hypothermie et ainsi limiter I'hyperphosphorylation de la protéine tau,
comme le démontre notre deuxieme chapitre. Toutefois, le lien direct entre température corporelle,
thermorégulation et mémoire reste a élucider. Nos précédents travaux montrent qu’augmenter la température
corporelle de 0,5°C permet de diminuer les déficits mnésiques des souris 3xTg-AD de 20 mois (Vandal et al.,
2016). De fagon surprenante, dans notre derniére étude, nous avons observé une corrélation positive
relativement forte entre la quantité 'UCP1 dans le TAB et le pourcentage d’augmentation du score au test de
reconnaissance d'objet chez les souris transgéniques spécifiquement. Ceci soutient I'hypothése qu'une
augmentation d’activitt de thermogenese du TAB est impliquée dans I'amélioration mnésique suite a

I'administration d'un agoniste des RB3A, et qu’elle est bénéfique spécifiquement pour les souris 3xTg-AD.

Un mécanisme bien connu pour lier température corporelle et phosphorylation de tau est I'activité des kinases
et phosphatases comme mentionné plus haut (Planel et al., 2001). Les altérations métaboliques, qui peuvent
étre corrigées par la stimulation du TAB, peuvent également influencer la phosphorylation de tau via 'activité
des kinases. En effet, GSK3p est la principale kinase impliquée dans la phosphorylation de la protéine tau
(Hooper et al., 2008). Plusieurs études proposent que la résistance a l'insuline diminue I'activation de la voie
PI3K/AKT, qui inhibe GSK3p (en augmentant sa phosphorylation sur le site Ser9), et donc finalement conduit
a une plus grande activité de cette derniére et une hyperphosphorylation de tau (Gratuze et al., 2018; Griffin et
al., 2005; Jolivalt et al., 2008; Qu et al., 2011). Ainsi, une meilleure réponse centrale a l'insuline permettrait de
diminuer la phosphorylation de tau. Certains travaux montrent que I'administration d'insuline dans des
modéles animaux de la MA permet de diminuer I'hyperphosphorylation de tau (Chen et al., 2014a; Gratuze et
al., 2017b), méme dans la fraction insoluble correspondant aux protéines tau agrégées (résultats
supplémentaires : (Vandal et al., 2014b)). D’ailleurs, 'administration du CL-316,243 induit une importante
sécrétion d'insuline (Atef et al., 1996; MacPherson et al., 2014). Il est donc envisageable que les effets
bénéfiques de I'agoniste des RP3A sur la neuropathologie de la MA et la mémoire soient en partie dus a la

libération d’insuline dans la circulation.

140



Les résultats des Chapitres 2 et 3 confirment que la stimulation du TAB, que ce soit par les expositions
répétées au froid ou par 'administration du CL-316,243, permet d’'améliorer la tolérance au glucose des souris
agées. Comme mentionné en introduction, I'hyperglycémie chronique augmente la neuropathologie de la MA
dans des modeles animaux de la maladie (Gratuze et al., 2017b; Guo et al., 2016; Kim et al., 2013). De plus,
le diabéte induit des lésions vasculaires importantes (Sonnen et al., 2009). Réduire l'intolérance au glucose
induite par une diete riche en gras par un régime hypocalorique permet de réduire la pathologie amyloide et la
neuroinflammation chez la souris APP/PS1 (Walker et al., 2017). Ainsi, une plus importante activité¢ de

thermogenése du TAB pourrait étre protectrice contre les effets néfastes de I'hyperglycémie sur le cerveau.

De maniere générale, les altérations métaboliques périphériques induisent également une augmentation de la
neuroinflammation et du stress oxydatif, qui sont associés a la MA et principalement a la pathologie amyloide
(De Felice and Ferreira, 2014; Theriault et al., 2016; Verdile et al., 2015). Bien que nous n’ayons pas étudié
ces aspects dans nos études, il est possible que nos traitements permettent de diminuer la neuroinflammation
et le stress oxydatif dans le cerveau des souris 3xTg-AD &gées. En effet, nous avons observé une diminution
de l'intolérance au glucose et des triglycérides plasmatiques dans le Chapitre 2, et une diminution du poids et

une meilleure tolérance au glucose dans le Chapitre 3.

La régulation de la température corporelle est intimement liée a la pression sanguine. En effet, la
vasodilatation permet de diminuer la température corporelle par diffusion de la chaleur, et a l'inverse, la
vasoconstriction des vaisseaux permet de limiter les pertes de chaleur en condition de froid, et de diffuser plus
rapidement la chaleur produite par la thermogenése (Smith and Johnson, 2016). De plus, I'activité accrue du
TAB suite a une stimulation par le froid induit une augmentation du flux sanguin au niveau local (Baron et al.,
2012; Orava et al., 2011). Il est bien connu maintenant que le flux sanguin cérébral affecte I'activité neuronale,
le métabolisme et les fonctions cérébrales (ladecola, 2017). Mais surtout, des dysfonctions dans le couplage
neurovasculaire ont été identifiées dans la MA (Bell and Zlokovic, 2009; Hamel et al., 2016), et sont également
observées chez la souris 3xTg-AD (Lourenco et al., 2017). Afin de vérifier si la stimulation du TAB permet une
meilleure régulation du débit sanguin cérébral, ce paramétre pourrait &tre mesuré en réponse a une exposition
au froid ou a I'administration de I'agoniste RB3A gréce a la méthode du laser doppler (Nicolakakis et al.,
2008). L'inconvénient de cette méthode est qu’elle nécessite un amincissement du créne des souris et surtout
leur anesthésie, qui peut influencer également la régulation du flux sanguin. En revanche, de nouvelles
méthodes d'imagerie du flux sanguin cérébral par ultrasons (fUS imaging) sur souris vigiles ont été
développées et permettraient de suivre I'évolution du débit sanguin cérébral tout au long de nos traitements et
a différents ages (Deffieux et al., 2018; Tiran et al., 2017).
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Un autre mécanisme reliant thermogenése du TAB et MA pourrait étre la sécrétion de batokines (Villarroya et
al., 2017). En effet, nous avons observé une augmentation de FGF21 dans le plasma des souris ayant regu
les expositions répétées au froid, et ces niveaux étaient corrélés négativement a la phosphorylation de tau
dans I'hippocampe de ces souris. Cette deuxieme étude souléve la question de savoir si FGF21 peut exercer
directement un effet sur la phosphorylation de tau dans I'hippocampe. Pour appuyer cette hypothése,
quelques études suggeérent que FGF21 améliore la mémoire de souris obéses, protege contre la toxicité
induite par les peptides AB42 in vitro et des Iésions de la BHE (Amiri et al., 2018; Chen et al., 2018; Sa-
Nguanmoo et al., 2016b; Q. Wang et al., 2018; Yu et al., 2018). De plus, une étude a montré que FGF21
pouvait traverser la BHE (Hsuchou et al., 2007) alors que son récepteur FGFR1 est présent au niveau
cérébral, bien que son réle soit peu connu pour le moment (Sun et al., 2007). Ainsi, il serait intéressant
d’administrer FGF21 a des souris transgéniques et d’évaluer l'effet de ce traitement sur la mémoire et la

neuropathologie de la MA.

D'autre part, le TAB sécréte le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (VEGF) en condition de
stimulation afin d’augmenter 'angiogenése dans le tissu (S. Lim et al., 2012; Villarroya et al., 2017). Ce facteur
de croissance est connu pour avoir des effets neuroprotecteurs (Storkebaum et al., 2004). Les niveaux de
VEGF plasmatiques sont plus bas chez les sujets Alzheimer, et les quantités dans le LCR sont associées a
I'atrophie de I'hippocampe et la mémoire chez des individus atteints de la MA (Hohman et al., 2015; Mateo et
al., 2007). De plus, I'administration de VEGF permet de renverser les déficits cognitifs et d’augmenter les
marqueurs cérébrovasculaires dans des souris diabétiques et un modéle murin de la MA (S. L. Taylor et al.,
2015; P. Wang et al., 2011). Ainsi, la stimulation du TAB pourrait avoir un effet sur la mémoire et la protection

de la vasculature cérébrale via la production de VEGF.

Notre troisiéme chapitre souléve la question de savoir si 'agoniste des RB3A a un effet direct au niveau du
SNC ou si son action est exclusivement restreinte a la périphérie, plus précisément au niveau du TAB. En
effet, il n’est pas exclu que I'agoniste ait un effet direct au niveau du SNC puisque certaines études montrent
que le cerveau exprime, bien que faiblement, des RB3A (B. A. Evans et al., 1996; Summers et al., 1995). Les
bases de données de single-cell RNA sequencing dans le cerveau de souris montrent également une
expression trés faible du géne Adrb3 (Ye Zhang et al., 2014). L’administration de I'agoniste des RB3A & des
souris ayant une délétion des RB3A spécifiquement sur les adipocytes ou dans le SNC permettrait de savoir si
son action est exclusivement restreinte a la périphérie (plus précisément au niveau du TAB) ou non. Toutefois,
il faudrait d’abord vérifier la localisation cellulaire de ces récepteurs dans le cerveau : sont-ils présents a la
surface des cellules endothéliales, permettant une atteinte de la molécule présente dans le sang ? Ou bien
sont-ils présents dans le parenchyme cérébral ? Dans ce deuxiéme cas, I'action de I'agoniste dans le SNC

nécessiterait son passage a travers la BHE, passage restreint a de trés petites molécules ou a celles
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bénéficiant d’un transporteur spécifique (Pardridge, 2012). Bien que certains articles mentionnent que le CL-
316,243 ne traverse pas la BHE, ceci pourrait étre vérifié par l'injection intraveineuse de la molécule a des
souris puis son dosage dans le cerveau par chromatographie liquide & haute performance (HPLC) couplé a la
spectrométrie de masse. D'autre part, la méthode de la PCIS permettrait de quantifier son taux de passage en
uL par gramme de cerveau par seconde et de savoir si ce passage se fait grace a un transporteur en faisant
une expérience de saturation (St-Amour et al., 2013). Toutefois, cette derniére méthode nécessite d’avoir la

molécule sous forme radio-marquée.

2.5 Etudes précliniques dans la MA

Travailler avec des modeles animaux présente plusieurs limitations pour la translation vers I'humain.
Toutefois, les études précliniques sont obligatoires pour développer de nouveaux traitements et permettent de
mieux comprendre certains aspects de la pathogenése de la MA ainsi que les mécanismes d’'action de
diverses interventions. Travailler avec la souris 3xTg-AD comporte plusieurs limitations, comme tous les
modéles animaux de la MA. La plus importante limitation est que cette souris est un modéle de la forme
familiale et non de la forme sporadique de la MA. Comme il n'existe pour le moment aucun véritable modéle
murin de la forme sporadique de la MA, les études précliniques dans la MA sont confrontées a cette limitation
majeure. Une autre limite de la souris 3xTg-AD est qu’elle ne présente pas de mort neuronale malgré la
présence des marqueurs neuropathologiques de la MA. Finalement, il s’agit d’'un modele de surexpression, qui
présente ses désavantages, mais cette surexpression demeure dans les faits trés progressive dans ce
modele. D’'autre part, cette souris présente de nombreux avantages dans le cadre de nos études. Tout
d'abord, elle présente a la fois les pathologies tau et amyloide, permettant d'analyser I'effet de traitements sur
les deux marqueurs neuropathologiques a la fois et leur interaction (G. S. Bloom, 2014; Oddo et al., 2003b; St-
Amour et al., 2014). Cela nous a dailleurs permis de mettre en évidence que nos différentes approches n’ont
pas les mémes effets sur ces deux marqueurs neuropathologiques au sein d'un méme modéle animal. De
plus, il faut attendre au moins 8 a 10 mois avant d'observer des ENF de fagon relativement répandu dans
I'hippocampe ainsi que quelques plaques amyloides dans le subiculum des animaux (Belfiore et al., 2018).
Ceci nous oblige a travailler avec des animaux agés, ce qui a une répercussion majeure dans le codt de nos
études ainsi que la planification des expérimentations a long terme, mais nous permet de prendre en compte
le parametre du vieillissement dans nos expérimentations. Comme le principal facteur de risque de la MA
demeure I'dge avancé, travailler avec des animaux agés est important dans les études précliniques. D’autre
part, notre équipe a observé plusieurs altérations métaboliques chez la 3xTg-AD (Vandal et al., 2015b;

2014b), mais surtout un déficit de thermorégulation (Vandal et al., 2016), faisant de ce modele un trés bon
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choix pour nos études. Toutefois, il serait intéressant de reproduire nos résultats dans d’autres modéles de la
MA. Puisque nous avons obtenu des résultats sur le comportement et la pathologie amyloide, il serait
intéressant de vérifier I'effet de I'agoniste des RB3A dans un modele de pathologie amyloide pure, et non
induit par des mutations génétiques, comme une souris ayant regu des injections de peptides Ap directement
dans I'hippocampe (Brouillette et al., 2012; Shankar et al., 2008).

Nous avons montré pour la premiére fois qu'un agoniste des RP3A exercait des effets bénéfiques chez la
souris 3xTg-AD de 16 mois aprés un mois de traitement. Puisque la pathologie et les déficits
comportementaux apparaissent dés I'dge de 12 mois, et que nous avons administré le traitement de 15 & 16
mois, notre étude avait pour but de vérifier si cette molécule pouvait avoir un effet thérapeutique en
ralentissant la progression ou en réduisant la pathologie dans un modéle murin de la MA. Il serait intéressant
de déterminer l'effet de cet agoniste selon différents paradigmes expérimentaux (Shineman et al., 2011). Par
exemple, I'agoniste pourrait &tre administré dans le stade « pré-symptomatique » chez la souris 3xTg-AD (dés
I'age de 6 mois par exemple), afin d‘évaluer son potentiel en prévention. D'autre part, les animaux pourraient
étre sacrifiés aprés une période de « wash-out » d’'un mois ou plus afin de vérifier si le traitement a des effets

along terme (Flores et al., 2018).

Au niveau comportemental, nos résultats ont permis de mettre en évidence une amélioration de la mémoire de
reconnaissance induite par le traitement avec I'agoniste grace au test de reconnaissance d'objet. Ce test est
approprié pour la souris 3xTg-AD agée car il induit peu de stress, représente une tache relativement facile
(dans le cas d’'un délai d'une heure entre les deux phases de test) et est assez sensible pour détecter des
déficits mnésiques dés I'age de 12 mois. Toutefois, nous aurions pu vérifier I'effet de notre traitement sur la
mémoire spatiale telle qu’évaluée par le test du Y-Maze, qui est un test induisant peu de stress et relativement
rapide a effectuer également, un critére important dans la mesure ol nous avons effectué un traitement
pharmacologique d’'un mois seulement (Wolf et al., 2016). Le labyrinthe radial & 8 bras et le test de la piscine
de Morris mesurent la mémoire spatiale a long terme, mais nécessitent plusieurs journées d’expérimentation
(Puzzo et al., 2014). De plus, le test de la piscine de Morris implique de placer les animaux dans I'eau, certes
a température contrblée, mais aurait interféré avec les mécanismes naturels de thermorégulation de nos

animaux.

Globalement, il existe assez peu de translation des résultats obtenus chez la souris vers 'humain, surtout
dans le domaine de la MA. Dans notre cas, la translation de nos résultats de la souris vers 'Homme pourrait
étre relativement rapide car un agoniste des RP3A, le mirabegron, est déja utilisé en clinique. De plus, des
études cliniques pour une utilisation thérapeutique de ce médicament dans le diabéte et 'obésité sont en

cours (NCT02811289; NCT03012113). Bien que le mirabegron soit sécuritaire et efficace pour le traitement de
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la vessie hyperactive chez les personnes &gées (Chapple and Siddiqui, 2017), il reste & déterminer s'il pourrait
étre efficace pour activer le TAB dans une population agée. Des études longitudinales évaluant l'incidence de
MA dans une population recevant le mirabegron pourraient aider a évaluer l'intérét d’un tel traitement dans la
maladie. Dans le cadre de la MA, ce traitement pourrait bénéficier plus spécifiquement a une sous-population

ayant un déficit de thermorégulation ou des maladies métaboliques.

3 Conclusion générale

La MA est une maladie neurodégénérative qui affecte un nombre considérable de personnes agées a travers
le monde. Elle représente aujourd’hui un probléme de santé publique majeur pour nos sociétés.
Malheureusement, il n’existe pour le moment aucun traitement curatif pour la MA et le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques stagne depuis plusieurs années. Plusieurs raisons expliquent ces
lacunes : I'nétérogénéité des patients, les causes exactes de la maladie demeures inconnues, le manque de
modeles animaux et de biomarqueurs fiables. Pour réellement faire avancer la recherche sur la MA, il est

nécessaire de sortir des sentiers battus et d’explorer de nouvelles pistes.

L'objectif de cette thése était de déterminer si la thermorégulation pouvait étre une cible thérapeutique
intéressante dans la MA. Nous avons investigué une piste originale et trés peu étudiée dans le domaine.
Ensemble, nos données démontrent que les interventions visant a stimuler la thermogenese permettent a la
fois de contrer I'hyperphosphorylation de la protéine tau induite par une hypothermie, de diminuer la
pathologie amyloide et d’améliorer les déficits cognitifs dans un modéle murin de la MA. De maniére plus
générale, les travaux issus de cette thése montrent que moduler la thermorégulation permet d’atténuer la
neuropathologie et les symptomes de la MA. Ainsi, nos résultats présentent la thermorégulation comme une
nouvelle cible thérapeutique et ouvrent la voie & de nouvelles stratégies pour cette maladie, un enjeu crucial

pour la découverte de traitements innovants.

Ces résultats inciteront peut-étre d'autres équipes a étudier les mécanismes reliant la thermorégulation a la
MA, que ce soit chez I'animal ou I'numain. Des études cliniques chez 'Homme sont cruciales pour confirmer
I'efficacité de telles interventions dans la MA. Malgré cela, cette piste semble prometteuse car elle permet de

cibler plusieurs altérations périphériques et centrales survenant dans la MA en méme temps.
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Abstract

Introduction: High levels of plasmatic branched-chain amino acids (BCAAs), commonly used as dietary
supplements, are linked to metabolic risk factors for Alzheimer’s disease (AD). BCAAs directly influence amino
acid transport to the brain and, therefore, neurotransmitter levels. We thus investigated the impact of BCAAs
on AD neuropathology in a mouse model.

Methods: 3xTg-AD mice were fed either a control diet or a high-fat diet (HFD) from 6 to 18 months of age. For
the last 2 months, dietary BCAA content was adjusted to high (+50%), normal (+0%) or low (-50%).

Results: Mice fed BCAA-supplemented HFD displayed higher tau neuropathology and only 4 out of 13
survived. Mice on the low-BCAA diet showed higher threonine and tryptophan cortical levels while performing
better on the novel object recognition task.

Discussion: These preclinical data underscore a potential risk of combining high-fat and high-BCAA
consumption, and possible benefits from BCAA restriction in AD.

Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the most prevalent neurodegenerative disease, and the number of demented
patients in the world is predicted to double within the next 15 years because of the aging population [1]. Given
the lack of disease-modifying treatments, controlling environmental risk factors remains an attractive
opportunity to reduce the incidence of AD [2]. Changing dietary habits has been proposed as a means of
delaying the onset of the disease either through direct effects on brain function or indirectly by improving
peripheral metabolic determinants [3]. Indeed, common nutrients such as lipids, amino acids, and polyphenols
may have significant impact on cognitive performance [4-6]. However, the optimal diet to be used in prevention
trials remains to be determined.

Branched-chain amino acids (BCAAs) (leucine, isoleucine, and valine) are essential amino acids, comprising
approximately 20% of protein intake. They are commonly used as dietary supplements, doubling the daily
intake of those amino acids, to increase muscular mass and recovery after exercise [7,8]. However, a BCAA-
related signature is identifiable in a context of metabolic disorders: circulating BCAAs are increased in people
suffering from obesity and have been shown to predict insulin resistance and other complications related to
metabolic diseases [9,10]. Evidence from metabolomics studies indicate that HFD acts in synergy with BCAA
to induce metabolic disorders, at least in animal models [11].

BCAAs enter the CNS via the large neutral amino acids transporter (LAT1) at the blood-brain barrier, where
they compete with tryptophan and tyrosine, which are direct precursors to serotonin and dopamine,
respectively [12]. Thus, circulating BCAAs can modulate levels of these key neurotransmitters in the brain,
thereby altering brain function and behavior [13-16]. Since cognitive impairments observed in AD have been
associated with a neurotransmitter imbalance [17], we hypothesize that BCAA intake can modulate AD-like
behavior. Indeed, the maple syrup urine disease is a neurometabolic disorder characterized by a toxic
accumulation of BCAAs and their metabolites, which leads to severe mental retardation and encephalopathy
[18,19].

It is only recently that studies have provided clues to a potential link between BCAAs and AD pathogenesis. A
metabolomic analysis from the ADNI cohort recently reported inverse correlations between plasmatic valine
concentrations and cognitive deficits, as well as ventricle volume in symptomatic stages [20]. Another
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metabolomic study in large prospective cohorts relates higher levels of plasma BCAAs with a lower risk of
dementia [21]. Conversely, a genome-wide association study suggests that single nucleotide polymorphisms
(SNPs) associated with higher plasma isoleucine levels are positively associated with the risk for developing
AD [22]. However, no studies have focused yet on the effect of BCAA consumption on AD pathology. Thus, we
investigated the impact of both BCAA supplementation and restriction in old 3xTg-AD mice, an animal model
of age-related behavioral impairments and Ap/tau neuropathologies.

Methods

Animals and diets

The 3xTg-AD (APPswe, PS1ui46v, taursor) mouse model of genetically induced AD-like neuropathology was
used in an equal number of males and females in each group. Mice produced at our animal facility received
either a control diet (CD; 5% kcal fat) or a high-fat diet (HFD; 60% kcal fat) for a 10-month period starting at
the age of 6 months. At 16 months of age, groups of mice were exposed until 18 months to the same diets
modified to include high (+50%), normal (+0%) or low (-50%) BCAA content. Table 1 provides a detailed
description of the amino acids measured in the diets using gas chromatography with flame ionization detector
(GC-FID, see methods below), while Table S1 contains the list of amino acids added to the formulations. Table
S2 shows the description of fatty acids measured in the diets using gas chromatography. Diets were
formulated and custom-made by Research Diets, Inc. (New Brunswick, NJ) to ensure uniformity between
groups and consistency with our previous studies with the 3xTg-AD mouse [23,24].

All mice were put under deep anesthesia with a ketamine/xylazine injection (100 mg/kg ketamine, 10 mg/kg
xylazine) and sacrificed by intracardiac perfusion with 50 ml of ice-cold 0.1 M phosphate buffer saline (PBS)
with a cocktail of inhibitors of phosphatases (sodium pyrophosphate 1 mM and sodium fluoride 50 mM) and
proteases (SigmaFast protease inhibitor tablets, Sigma-Aldrich, St-Louis, US) as described elsewhere [23].
Rapidly, one hemisphere of the brain was dissected and frozen at -80°C until processing for Western blot,
ELISA, or measurements of amino acids and neurotransmitters. All experiments were performed in
accordance with the Canadian Council on Animal Care and were approved by the Institutional Committee of
the Centre Hospitalier de I'Université Laval (CHUL).

Biochemical analyses

Aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), creatine kinase (CK), triglycerides and
cholesterol were analyzed in plasma from intracardiac blood (centrifuged 5 min, 3000 rpm) sampled just before
intracardiac perfusion at sacrifice with a Modular analyzer (Roche). Only samples with more than 100 uL of
plasma could be analyzed with that method. When the hemolysis level reached more than 50 g/dL, samples
were eliminated from the analysis. Creatinine was determined with an ELISA kit (B-Bridge International Inc,
Santa Clara, CA, US) according to the manufacturer’s instructions.

Behavioral assessment
Recognition memory and locomotor activity were evaluated with the novel object recognition test and the open

field test, respectively, as previously described (see the Supplementary Material) [25].

Amino acid quantification in diet, plasma and brain
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Amino acids in the diets, plasma, and cortex homogenates were analyzed by GC-FID as described in the
Supplementary Material [26].

Quantification of monoamines in prefrontal cortex and hippocampus

Dopamine (DA), serotonin (5-HT), 5-hydroxyindolacétic acid (5-HIAA), homovanillic acid (HVA) and 3,4-
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) were quantified in the prefrontal cortex and hippocampus of mice by
electrochemical high performance liquid chromatography (HPLC) following the detailed method described in
the Supplementary Material [27].

Protein extraction and Western immunoblotting

For Western immunoblotting and B-Amyloid ELISA, proteins were extracted from the parieto-temporal cortex.
The protein extraction method results in a TBS-soluble fraction (intracellular and extracellular fraction), a
detergent-soluble fraction (membrane fraction) and a detergent-insoluble fraction (insoluble proteins
resuspended in formic acid) as previously described [25]. The detailed method for Western immunoblotting is
described elsewhere [24]. The list of primary antibodies used in our experiments is available in Supplementary
Table S5. Homogenates were generated from the parieto-temporal cortex and were all run on the same gel for
each experiment.

Ap40 and Ap42 quantification

Ap40 and AP42 were measured in TBS-soluble and detergent-insoluble fractions from the parieto-temporal
cortex using sensitive human B-Amyloid ELISA kits (Wako, Osaka, Japan) according to the manufacturer's
instructions, as shown [24]. Plates were read at 450 nm using a SynergyTM HT multidetection microplate
reader (Biotek, Winooski, VT, US).

Statistics

Data are presented as the mean + SEM. Statistical analysis used and the numbers of mice per group are
specified in each Figure or legend. Briefly, one-way (one independent variable) or two-way (two independent
variables) ANOVA were used when more than two groups were compared, and were followed by Tukey’s post
hoc (equal variance). In case of unequal variance, a Dunnett's post hoc was used or a Kruskal-Wallis followed
by a Dunn’s. The log-rank Mantel-Cox test was used for the analysis of the survival curves. Correlations
between variables were investigated using linear regression analyses. All statistical analyses were performed
with Prism 5 (GraphPad software, San Diego, CA, USA) or JMP (version 12.1.0; SAS Institute Inc., Cary, IL,
US) software and statistical significance was set at p<0.05.

Results

To evaluate the impact of BCAAs on AD pathogenesis, 3xTg-AD mice were fed a CD or HFD from 6 to 16
months of age and then either supplemented or restricted in BCAAs by 50% for 2 months (Table 1; Fig. 1A).
Because age-related factors are essential to the development of AD [28,29], old 3xTg-AD mice were selected.
Experiments were performed in the 3xTg-AD mouse model of AD, which develops behavioral impairments as

well as AP and tau neuropathologies with age. Animals were exposed to a HFD more representative of
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prevalent dietary habits in Western societies [30], and because HFD have been shown to accelerate AD-like
pathology [23,24,31,32] and to synergize with BCAAs to induce metabolic disorders [11] in animal models.

BCAA supplementation combined with HFD led to the premature death of two thirds of 3xTg-AD mice
At the end of the study, only 4 out of 13 mice (30.8%) in the group fed the HFD survived the 2-month
supplementation with BCAAs, which is significantly less than the group fed HFD only, in which 10 mice out of
12 (83.3%) survived (Fig. 1B). Interestingly, no mice restricted in BCAAs for the 2-month period died
prematurely, regardless of the base diet. While a total of 15 animals from all groups died before the end of the
planned study, we were able to sacrifice a few (n=7) in the high-BCAA HFD group while they were in critical
states, allowing collection of intracardiac blood and brains as described in the method. These moribund mice
fed the combination of HFD and BCAAs (identified with red circles in Figure 1) displayed higher AST, ALT and
CK plasmatic concentrations (Fig. 1C, D and E), suggesting major liver, muscular or cardiac damage [33]. A
two-way ANOVA revealed that mice fed the HFD, independently of BCAA intake, had lower plasmatic
creatinine concentrations, possibly due to reduced hepatic activity, muscle mass, or increased renal function
(Fig. 1F) [34]. No differences were found in plasma triglycerides and cholesterol levels between each group
(Table S4).

Titrating BCAA supply modifies plasma and brain amino acids and monoamines levels in 18-month-old
3xTg-AD mice

High BCAA consumption was reported to directly modify levels of plasmatic levels BCAAs and aromatic amino
acids in humans [14]. Since tryptophan, threonine, tyrosine, valine, leucine and isoleucine all compete for
LAT1 for brain entry, specific changes in circulating amino acids may impact their balance in the brain, as well
as downstream monoaminergic neurotransmitters [13,14]. We thus measured levels of amino acids in the
plasma and parieto-temporal cortex (Fig. 2). We first confirmed that BCAA restriction decreased valine, leucine
and isoleucine concentrations in the plasma in both CD and HFD groups, but not in the cerebral cortex (Fig.
2A,D). Lower BCAA intake also increased the ratio of circulating aromatic amino acids to BCAAs and levels of
glycine and tyrosine under both types of diets (Fig. 2B,C). Although a 50% higher consumption of BCAAs was
not reflected in significantly higher plasmatic or cortical concentrations, increased asparagine levels were
noted in the plasma of mice supplemented with BCAA in either the CD or HFD (Fig. 2C). Moreover, threonine
levels were markedly modulated in the brain with higher and lower concentrations following low and high
BCAA intake, respectively, whether in CD or HFD (Fig. 2F). Changes in cortical tyrosine levels were not
significant, probably due to interindividual variations (Fig. 2F), while cortical concentrations of tryptophan, but
not phenylalanine, were inversely associated with levels of BCAAs in the plasma in both CD and HFD (Fig.
2F).

To confirm that modulations in plasmatic and brain amino acids impact neurotransmitter synthesis, we
measured catecholamines (dopamine) and indolamines (serotonin) and their metabolites in the prefrontal
cortex and hippocampus of the 3xTg-AD mice (Fig. 3). Whereas BCAA intake did not affect dopamine
concentrations in 3xTg-AD mice, a trend toward higher serotonin (5-HT) content was observed in both the
prefrontal cortex and hippocampus of mice fed a HFD reduced in BCAAs compared with mice fed a HFD only
(Fig. 3A,F). In addition, a low BCAA intake led to higher levels of metabolites 5-HIAA and DOPAC in both the
prefrontal cortex and hippocampus, compared to the HFD supplemented with BCAAs (Fig. 3B,D,G).

Low BCAA dietary intake improves object recognition memory in old 3xTg-AD mice
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To assess the effect of BCAA dietary intake on memory function, all groups of mice underwent the novel object
recognition task at 18 months (Fig. 4A). This test requires minimal movement and induces no anxiety, which
makes it a suitable choice for old HFD-fed 3xTg-AD mice [24]. The test first confirmed that 18-month-old 3xTg-
AD mice, fed either a CD or a HFD, did not discriminate the novel from the old object (Fig. 4B, C), as
previously shown [25]. Similarly, 3xTg-AD mice fed the high-BCAA diet failed to recognize the novel object. In
contrast, 3xTg-AD mice fed the low BCAA diets, either CD-low or HFD-low, spent significantly more time
exploring the novel than the familiar object, suggesting memory improvement after BCAA restriction. The open
field test confirmed that no group of mice demonstrated impaired voluntary locomotor activity, which could
have affected exploratory behavior (Fig. 4D). The time the mice spent on a wire confirms that muscular
strength was not affected by dietary treatments (Fig. S1). Interestingly, cortical threonine levels were
correlated with the recognition index (Fig. 4E).

BCAA supplementation in a HFD context worsens tau hyperphosphorylation but not amyloid
pathology in old 3xTg-AD mice

Tau hyperphosphorylation is one of the main neuropathological hallmarks of AD, correlating with cognitive
deficits in AD patients [28,35]. Here we found that a 2-month BCAA supplementation combined with HFD was
sufficient to increase soluble tau pSer202 (+94%), pSer202/Thr205 (+271%), pThr231 (+680%), and pThr181
(+93%) compared to control mice, without changing the level of total tau (Fig. 5A-D). Strikingly,
phosphorylation of detergent-insoluble tau at pSer202 was also increased in the HFD-high group (+151%),
while tau pSer396/404 and both total tau and total human tau were unchanged (Fig. 5E-H). In contrast,
reducing the BCAAs resulted in a tau phosphorylation status similar to mice fed the CD. However, we did not
find any changes in protein levels of main kinases involved in tau phosphorylation (Table S5).

Accumulations of brain Ap peptides and extracellular plaques is another key marker of AD replicated in the
3xTg-AD mouse [25,28]. However, we did not observe any effect of BCAA consumption on ApB40 or APB42
peptides in soluble or detergent-insoluble fractions (Fig. 51,J). Finally, we found that the cytochrome oxidase
protein, a marker of cellular activity, was greatly increased in the cortex of mice fed the HFD supplemented
with BCAAs (Fig. 5K). No changes in drebrin (Fig. 5L) or other AD-relevant markers were noted (Table S5).

Discussion

The consumption of high levels of BCAAs is prevalent in our contemporary society, but no study to our
knowledge has directly probed for the impact of high or low BCAA intake in a context of AD and old age [8,36].
Correlative data linking BCAA and AD exist [20-22] but conclusions on causality require controlled intervention
difficult to achieve in a clinical setting. In this study, 3xTg-AD mice were either supplemented or restricted in
BCAA over a CD or HFD from 16 to 18 months of age. We found that BCAA supplementation combined with a
HFD resulted in a significant mortality rate and strongly increased tau neuropathology. In contrast, reducing
BCAAs in both the CD and HFD did not result in any premature death, improved cognitive performance and
led to increased levels of threonine, tryptophan, 5-HT, 5-HIAA and DOPAC in the brain.

BCAA toxicity

A first striking consequence of BCAA supplementation when combined with a HFD was a shortening of the
lifespan of 3xTg-AD mice. Rises in plasmatic ALT, AST, and CK were observed in moribund animals and
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represent a possible signature of hepatic and muscular toxicity, corroborating previous studies reporting
BCAA-induced liver injuries in HFD-fed obese mice, inflammation and oxidative stress [33,37]. Although the
cause of death for all the animals included in our study is not definitive, major brain damages (atrophy,
edema...) were not observed, suggesting that hepatic and muscular toxicity played a more direct role in their
premature death. Although little is known about BCAA metabolism in the elderly, some studies have revealed
that the response to BCAA supplementation is different in old age [38]. Thus, 18-month-old 3xTg-AD mice
could display a failure in catabolizing BCAAs, disturbing amino acids homeostasis in the brain and peripheral
tissues.

Modulation of amino acids by BCAA intake: plasma and brain levels

Our results further confirm that BCAA dietary supply modulates plasma and brain amino acids and
catecholamines. Perhaps surprisingly, BCAA supplementation was not accompanied by a significant increase
in plasmatic and cortical concentrations in the 3xTg-AD mouse, but rather by higher levels of asparagine in the
plasma and lower cortical threonine. It should be kept in mind that the present measurement reflect an
equilibrium reached following two-month of altered BCAA intake, which is also affected by other factors such
as distribution of amino acids in tissue where they integrate into proteins and elimination (metabolism and
renal clearance). Still, BCAA restriction lowered BCAA and increased tyrosine concentrations in the plasma,
while in the cortex, levels of threonine and tryptophan were upregulated, suggesting a complex interactions in
amino acid homeostasis.

Previous studies have shown that BCAA administration decreases cortical tyrosine and tryptophan in the
hippocampus of rats [39]. The likely mechanism is competition for amino acid transporters at the BBB [12].
However, despite obvious trends in the means, no significant change in brain tyrosine content was detected
here due to interindividual variation. More clearly, increases and decreases in BCAA intake induced a strong
modulation in cortical threonine concentrations, possibly due to the fact that threonine brain uptake is highly
sensitive to competition from BCAAs [40]. Finally, although we did not observe a decrease in serotonin
following BCAA supplementation as previously reported [15,39], a 2-month reduction in dietary BCAAs
combined to a HFD led to a trend toward increased serotonin and dopamine levels. This tendency was
supported by significant increases in serotonin metabolite 5-HIAA and dopamine metabolite DOPAC, changes
typically interpreted as signs of increased secretion and metabolism of these neurotransmitters [41]. Overall,
our results confirm that BCAA dietary supply modulates plasmatic and cerebral amino acids and
neurotransmitters, thus providing a means by which they can modify brain homeostasis and function.

BCAAs and memory

The observed failure of 18-month-old 3xTg-AD mice to recognize the novel object is consistent with previous
work in the same model at similar ages [5,24,25]. As old transgenic mice already did not recognize the novel
object, it was predictable that further deterioration of memory could not be detected at this age even after
BCAA supplementation. However, a reduction in BCAA intake improved recognition memory in mice fed either
the CD or HFD. These results were intriguing since HFD is known to worsen cognitive defects in 3xTg-AD
mice [24]. The observed increase in cortical amino acids and monoamines may underlie these memory
improvements, as suggested by the fact that the animals with the higher levels of brain threonine performed
better at the novel object recognition task. In particular, threonine, tryptophan, and serotonin are known to be
involved in behavioral changes [15,42].

BCAAs and AD neuropathology
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BCAAs have been only recently implicated in AD. Plasmatic valine has been linked to cognitive score and
brain atrophy in an AD cohort [20], while a recent Mendelian randomization analysis indicate that genetic
susceptibility to high plasmatic isoleucine is associated with a higher risk of developing the disease [22].
APP/PS1 mice, a mouse model of amyloid pathology, spontaneously display increased plasmatic BCAAs,
without obesity, suggesting that AD pathology potentiates defects in BCAA metabolism, putting AD patients at
a higher risk of BCAA-induced brain damages [43,44]. Conversely, tau pathology is one of the major
neuropathological markers of AD, strongly associated with ante-mortem cognitive deficits [35,45]. We found
that a 2-month BCAA supplementation combined with HFD strongly increased both soluble and detergent-
insoluble tau hyperphosphorylation in the cortex of old 3xTg-AD mice. These results suggest that the
combination of BCAA supplementation and HFD has synergistic deleterious effects on AD pathology and
neuronal function. To our knowledge, it is the first time that BCAA supplementation has been implicated in tau
phosphorylation. Although synaptic and amyloid pathologies were unaffected by BCAA modulation, the rise in
cytochrome oxidase 1 protein in cortex homogenates of mice under BCAA-supplemented HFD suggests an
increase in mitochondrial oxidative activity in those mice, possibly reflecting a state of neuronal oxidative
stress [46].

Conclusion

There is scientific evidence that dietary intervention can reduce the risk of developing age-related cognitive
impairment or AD [3,47]. Thus, nutritional strategies aimed at reducing AD pathology are of interest in the field.
This study provides controlled preclinical data pinpointing the specific role of BCAAs in an animal model of AD.
For the first time, our results identify the potential risks of combining high BCAA consumption with a HFD, not
only regarding peripheral toxicity, but also with respect to the aggravation of AD-like tau neuropathology. On a
more positive note, our results suggest that reducing the BCAA content in the diet supply, while maintaining
protein intake, could have a beneficial effect on memory and could be considered in nutritional interventions
aimed at improving cognitive performance and/or reducing the incidence of AD. Thus, it would be interesting to
test whether protein supplementation with low BCAA concentration could prevent mood and memory
impairment. Another easier intervention for the elderly would be to promote foods rich in protein but low in
BCAAs [36].
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Figures

Control 5% (w/w) fat High fat 35% (w/w) fat
Normal High-BCAA Low-BCAA Normal High-BCAA Low-BCAA
Protein (% wiw) 20.3 23.3 18.4 27.4 31 25
Carbohydrate (% w/w) 66 63.5 67.5 25.3 241 26.1
Fat (% w/w) 5 4.8 5.1 35.1 334 36.3
Calorie per diet weight (kcal/g) 3.9 3.9 3.9 53 52 5.3
Ingredient (g/kg)
Amino Acids
L-Cystine 0.2 1.8 2.5 0.4 3.4 5.2
Isoleucine 6.4 16.2 2.9 8.9 22.2 5.3
Leucine 16.3 38.4 7.3 233 49.9 14.2
Lysine 15.2 13.2 13.7 22.9 20.2 24.9
Methionine 7.0 4.1 4.5 9.9 6.6 8.4
Phenylalanine 10.3 10.2 11.2 14.8 14.1 211
Threonine 5.2 5.0 5.3 7.5 6.8 9.0
Tryptophan® 0 1.1 1.3 0 1.1 1.3
Valine 7.4 20.6 3.2 11.6 26.8 6.4
Histidine 4.4 3.8 43 7.3 5.7 7.2
Alanine 4.9 5.3 5.2 6.6 5.6 6.7
Arginine® 0 3.2 3.9 0 3.2 3.9
Aspartic Acid 9.9 9.0 9.9 14.5 13.3 15.9
Glutamic Acid 40.9 37.1 39.0 55.9 58.8 61.8
Glycine 2.5 3.1 3.3 3.7 4.6 4.9
Proline 16.6 17.2 18.8 23.8 23.8 30.7
Serine 7.4 7.5 7.4 10.7 15.4 12.2
Tyrosine 10.9 10.3 10.3 13.2 12.8 18.3
Total 166 207 154 235 294 257
Corn Starch 150 150 150 25 25 25
Maltodextrin 10 0 0 0 100 100 100
Sucrose 500 500 500 52.5 52.5 52.5
Cellulose, BW200 50 50 50 50 50 50
Corn Oil 30 30 30 0 0 0
Safflower Oil 0 0 0 125 125 125
Lard 0 0 0 135 135 135
Soybean Oil 10 10 10 0 0 0
Canola Oil 10 10 10 0 0 0
Mineral (S19101) 35 35 35 35 35 35
Vitamins (V15908) 10 10 10 10 10 10
Choline Bitartrate 2 2 2
Cholesterol, USP 0,6 0,6 0,6 3 3 3

Table 1: Description of dietary treatments.

Amino acid content of the diets, accounting for casein and amino acid supplementation, was determined by
GC-FID. 8Arginine cannot be determined with the technique used and tryptophan degrades quickly during acid
hydrolysis.
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Figure 1: BCAA-supplemented HFD affects the survival of 3xTg-AD mice, increasing hepatic and muscular
toxicity.

Timeline of experimentation (A). Survival rate of mice fed the six different diets during a 2-month period (final
vertical line indicates sacrifice) (B). Plasmatic concentrations of AST (C), ALT (D), CK (E) and creatinine (F)
from intracardiac blood of 18-month-old 3xTg-AD mice sampled just before perfusion. Samples available and
analyzed from moribund mice are identified with a red circle. Data are presented as mean + SEM. Mantel-Cox
test: Tp<0.05, t11p<0.001. One-way ANOVA, Dunnett's (versus CD-ctl) post-hoc analysis: *p<0.05, **p<0.01.
Two-way ANOVA, followed by a Tukey’'s HSD; effect of the diet: &p<0.001. CD: control diet; HFD: high fat
diet; ctl: normal levels of BCAAs; high: BCAA-supplemented diet by 50%; low: BCAA-reduced diet by 50%.
AST: Aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase, CK: creatine kinase.
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Figure 2: High and low BCAA supplies modify plasmatic and cerebral amino acids levels in 18-month-old
3xTg-AD mice.

BCAA (Val, Leu, lle) and aromatic (Phe, Trp, Tyr, His) amino acids in intracardiac blood sampled just before
perfusion, expressed as a ratio on total plasma amino acids (n= 4-6 per group) (A-C). BCAA and aromatic
amino acids in TBS-soluble fraction of cortex homogenates, expressed as a ratio on total protein content (n=
10-16 per group) (D-F). Data are presented as mean + SEM. Two-way ANOVA, followed by a Tukey's HSD;
effect of the diet: #p<0.05, #p<0.01, 3&88p<0.0001; effect of BCAA: ¢ different from ctl, + different from high, [
different from low. CD: control diet; HFD: high-fat diet; ctl: normal levels of BCAA; high: BCAA-supplemented
diet by 50%; low: BCAA-reduced diet by 50%. AAA: aromatic amino acids.
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Figure 3: High and low BCAA supplies modify monoamines levels in 18-month-old 3xTg-AD mice.

Levels of dopamine and serotonin and their metabolites measured in the prefrontal cortex (A-E) and
hippocampus (F,G). Data are presented as mean £ SEM. One-way ANOVA, Kruskal-Wallis followed by a
Dunn’s: *p<0.05. CD: control diet; HFD: high-fat diet; ctl: normal levels of BCAAs; high: BCAA-supplemented
diet by 50%; low: BCAA-reduced diet by 50%. 5-HT: serotonin; 5-HIAA: 5-hydroxyindolacétic acid; DA:
dopamine; DOPAC: 3,4-dihydroxyphenylacetic acid; HVA: homovanillic acid.
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Figure 4: BCAA-reduced diet improves object recognition memory in 18-month-old 3xTg-AD mice.

The novel object recognition test paradigm (A). Performance at the novel object recognition task of 18-month-
old 3xTg-AD mice determined with the recognition index (= time exploring the novel object / total time
exploring both objects) (B) and the time spent exploring the old and the novel object (C). Voluntary horizontal
movement (D) measured during a one-hour open field test. Correlation between cortical threonine levels and
recognition index of the mice (E). Dotted line represents a recognition index of 50%, meaning the mouse does
not discriminate between both objects. Almost all mice under the BCAA-supplemented HFD died before the
test. Data are presented as mean £ SEM. One-sample t-test: *p<0.05, **p<0.01 versus random chance
(recognition index of 50%). Wilcoxon signed-rank test (non-parametric paired t-test): &p<0.05. Pearson’s
coefficient (r2) was determined using linear regression: #p<0.01. X: insufficient number of healthy mice. CD:
control diet; HFD: high fat diet; ctl: normal levels of BCAA; high: BCAA-supplemented diet by 50%; low: BCAA-
reduced diet by 50%.
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Figure 5: BCAA-supplemented HFD worsens tau pathology but not amyloid pathology in 18-month-old 3xTg-
AD mice.

TBS-soluble tau phosphorylation at pSer202, pSer202/Thr205, pThr231, pThr181 (A-D), detergent-insoluble
tau phosphorylation at pSer202 and pSer396/404 (E,F), detergent-insoluble total tau and total human tau
(G,H), TBS-soluble and detergent-insoluble AB42/Ap40 (I-J), detergent-soluble cytochrome oxidase 1 (K) and
ratio of detergent-soluble on TBS-soluble drebrin (L) measured by Western blot in cortex homogenates. Data
for tau phosphorylation were calculated as the ratio of the phospho-epitope to total tau concentration. Data are
presented as mean + SEM. One-way ANOVA, Dunnett's (vs CDn) post-hoc analysis: *p<0.05, “p<0.01.
Representative bands were selected from nonconsecutive samples run on the same gel. CD: control diet;
HFD: high fat diet; ctl: normal levels of BCAA; high: BCAA-supplemented diet by 50%; low: BCAA-reduced diet
by 50%. OD: optical density; AB: amyloid beta.
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Supplementary data

Methods

Behavioral assessment

Recognition memory and locomotor activity were evaluated with the novel object recognition test and the open
field test respectively, as previously described [1]. Behavioral tests were performed one week before sacrifice
with a recovery time of 16 to 24 hours. For the novel object recognition test, mice were put in a clear box (29.2
cm x 19 cm x 12.7 cm) with two similar objects for 5 minutes and the time exploring or smelling the objects
was counted. One hour later, mice were put in the same box changing one (defined as the novel object) of the
two objects from the first phase during another 5 minutes. Mice spending less than 7 seconds exploring one of
the two objects during the first phase were excluded from the analysis. For the open field test, mice were
placed in Plexiglas cages with translucent walls (40 cm x 40 cm) and their voluntary horizontal movements
were tracked for one hour by the automated recording of photobeam breaks (San Diego Instruments, San
Diego, CA, USA).

Amino acid quantification in brain, plasma and diet

All reagents used for cleaning samples and derivatization were included in the EZ:faast kit for free amino acid
analysis by GC-FID (Phenomenex, Torrance, CA, USA). This kit also provided the amino acid standard
mixtures and internal standard (Norvaline) solution (200 nM each). Prior to diet hydrolysis, about 3 g of each
diet were defatted three times with hexane, according to the protocol described previously [2]. This step was
made in duplicate. To hydrolyse proteins and peptides, 50 mg of defatted diet was weighed into 18 mL vacuum
hydrolysis tubes and 5 mL of HCI 6M was added. Tubes were flushed with N, before being sealed under
vacuum. Samples were heated at 110°C in a bloc heater for 24 hours. After hydrolysis, 5 mL of NaOH 6 M
were added before centrifugation (10 minutes, 4°C, 5100 rpm). An aliquot of the supernatant was diluted 10
times with HCI 0.1 M. Amino acids of plasma, cortex homogenates (TBS-soluble fraction) and diet samples
were derivatized using EZ:faast kit for GC-FID (Phenomenex, Torrance, CA, USA) as described in the
EZ:faast user's manual. Briefly, 50 pL (plasma) or 100 pL (cortex homogenates and diet) were mixed with
100 pL of Norvaline. This solution was passed through sorbent tips. A washing solution (200 pL) was then
pipetted to clean up the samples. Eluting medium (200 L) permitted to collect the sorbent and derivatized
amino acids with 50 pL of Reagent 4 (propyl chloroformate solution). The products of derivatization were then
extracted with 100 pL of Reagent 5 (Iso-octane) and 100 pL of Reagent 6 (HCI 1N) were added. Finally, the
organic layer was transferred to a GC vial with insert.

Derivatized samples were then analyzed with a GC-FID system (Shimadzu, Kyoto, Japan), constituted of a
GC-2010 Plus gas chromatograph equipped with an AOC-20s auto-sampler, an AOC-20i auto-injector and a
flame ionization detector. The GC solution software controlled the system. A 2 uL sample was injected to the
ZB-AAA 10 m x 0.25 mm id GC column (provided by the EZ:faast kit) with a split ratio of 1:10 (v/v). The column
flow was constant at 1.7 mL/minute of hydrogen. Nitrogen (30 mL/minute), hydrogen (40 mL/minute) and air
(400 mL/minute) were used as auxiliary gasses for flame ionization detector. The injector was set at 300°C
and the detector at 320°C. The oven temperature was initially 110°C, then increased to 320°C at 32°C/min
and maintained for 1 minute at this temperature (total run time 7.56 minutes and 2 minutes equilibration).
Repeatability in plasma and cortex samples was assessed for each amino acid calculating a mean RSD from 5
samples injected three times.

Quantification of monoamines
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Prefrontal cortex

Dopamine (DA), 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), homovanillic acid (HVA), serotonin (5-HT), 5-
hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) were quantified by electrochemical high performance liquid chromatography
(HPLC) as previously described [3,4]. Prefrontal cortex were dissected and kept at -80°C until homogenization
in 300 uL of an aqueous solution of 12 mM HCLOs, 0.22 mM Na2S20s, 3 mM octanesulfonic acid and 56 uM
EDTA. After centrifugation (30,000 g, 20 minutes, 4°C), the supernatant was stored at -80°C until analysis.
Mobile phase (pH 3.4; 0.1 M sodium acetate, 0.1 M citric acid monohydrate, 1 mM sodium octyl sulfate, 0.1
mM disodium EDTA, 1 mM diethylamine and 125 mL/L acétonitrile) was continuously pumped with a rate of
0.5 mL/minute (Ultimate 3000 pump, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). An analytical column C18,
5 pum particle size, 100x3mm (ACE-121-1003, ACE) was employed to separate the samples and monoamines
were detected by an amperometric detector (Decade Il) maintained at a potential of +0.75V with an amperage
range of 1 nA. Peaks areas were integrated using Chromeleon 6.80 software.

Hippocampus

Half hippocampi (10 mg) were weighed, homogenized in 180 uL of perchloric acid 0.1 N (Mallinckrodt Baker,
Phillipsburg, NJ, USA), centrifuged at 4°C for 20 minutes at 16,000 g and kept at -80°C. Twenty ulL of the
supernatant were injected in duplicate using a Waters 717 plus Autosampler Automatic Injector (Waters,
Lachine, QC, Canada) and submitted to HPLC through an Atlantis dC18 column (Waters). The electrochemical
detector was set at 5nA and the mobile phase was delivered at 1.4 mL/minute and composed of 47.8 mM
NaH2P04, 0.9 mM octanesulfonic acid, 0.4 mM ethylenediaminetetra-acetic acid, 2 mM NaCl, and 8% MeOH
(Sigma Aldrich) at pH 2.90.
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Figure S1: Modulating BCAA intake did not affect muscular strength in 18-month-old 3xTg-AD mice.

Effects on muscle strength and muscle mass have been attributed to BCAA. Muscular strength was thus
evaluated by the time the mice spent on a wire with their two front legs during a 30 seconds test. Data are
shown as mean + SEM and were compared using Kruskal-Wallis followed by a Dunn’s post hoc analysis.

Control 5% (w/w) fat

High fat 35% (w/w) fat

Normal High-BCAA Low-BCAA

Normal High-BCAA Low-BCAA

Amino Acids (formulation)

Casein 200 100
L-Cystine 0 3.4
Isoleucine 0 16.8
Leucine 0 31.0
Lysine 0 6.5
Methionine 3 23
Phenylalanine 0 4.4
Threonine 0 3.4
Tryptophan 0 1.1
Valine 0 20
Histidine 0 2.3
Alanine 0 2.3
Arginine 0 3.2
Aspartic Acid 0 5.7
Glutamic Acid 0 18.4
Glycine 0 1.6
Proline 0 10.3
Serine 0 4.8
Tyrosine 0 4.7
Total 203.0 241.9
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Table S1: Amino acids added to the formulation as estimated by Research Diets, Inc. (New Brunswick, NJ).
Amino acids actually measured by GC-FID gas chromatography are in Table 1. Casein was the main source of
amino acids and adjusted to prepare the high-BCAA and low-BCAA diets. Changes in the total amount of
proteins were limited but unavoidable since high-BCAA intake inevitably leads to a higher intake of total

proteins.
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Control 5% (w/w) fat High fat 35% (w/w) fat
Normal High-BCAA Low-BCAA Normal High-BCAA Low-BCAA

Protein (% w/w) 20.3 23.3 18.4 274 31 25
Carbohydrate (% wiw) 66 63.5 67.5 253 241 26.1
Fat (% wiw) 5 4.8 5.1 35.1 33.4 36.3
Calorie per diet weight (kcal/g) 3.9 3.9 3.9 5.3 52 5.3

Fatty acids (g9/kg)

C18:2n-6 LA 21.6 19.1 23.6 100.8 102.8 104.6
C20:4 n-6 ARA 0 0 0 0.3 0.3 0.3
C22:4 n-6 DTA 0 0 0 0.2 0.1 0.1
Total n-6 PUFA 21.6 19.1 23.6 101.3 103.2 105.0
C18:3 n-3 LNA 1.4 1.3 1.5 1.7 1.7 1.7
C20:5n-3 EPA 0 0 0 0 0 0
C22:6 n-3 DHA 0 0 0 0 0 0
C22:5n-3 DPA 0 0 0 0.1 0.1 0.1
Total n-3 PUFA 1.4 1.3 1.5 1.8 1.8 1.8
C18:1 n-9 Oleic acid 14.9 13.7 16.8 57.0 56.5 55.8
C16:1 n-7 Palmitoleic acid 0.1 0.1 0.1 2.1 2.0 2.0
Total MUFA 15.0 13.8 16.9 59.0 58.5 57.8
C14:0 Myristic acid 0.1 0.1 0.1 1.6 1.7 1.7
C16:0 Palmitic acid 4.8 43 5.3 31.2 33.3 33.8
C18:0 Stearic acid 1.2 1.1 1.3 16.4 18.1 18.5
Total SFA 6.1 5.5 6.7 49.2 53.1 54.0
Total 441 39.7 48.7 211.3 216.6 218.6

Table S2: Description of the different fatty acids present in the diets.

Proteins, carbohydrates and fats are estimated based on ingredients. The content of each fatty acid was
measured within the diet by gas chromatography. LA: linoleic acid; ARA: arachidonic acid; DTA:
docosatetraenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid; PUFA: polyunsaturated fatty acids; LNA: a-linolenic acid;
EPA: eicosapentaenoic acid; DHA: docosahexaenoic acid; MUFA: monounsaturated fatty acids; SFA:
saturated fatty acids.

CD (5% w/w fat) HFD (35% wi/w fat)
Normal (n=10) |High-BCAA (n=15)| Low-BCAA (n=16)| Normal (n=12) |High-BCAA (n=11)| Low-BCAA (n=11)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD_|p value
Plasmatic amino acids
Alanine 0.205 [#| 0.025 | 0.190 [+| 0.030 | 0.209 [+| 0.026 | 0.183 [+| 0.018 | 0.207 [+| 0.041 | 0.201 [+| 0.025 ns
Serine 0.046 [+ 0.004 | 0.050 [+| 0.008 | 0.052 [+| 0.010 | 0.047 [+| 0.008 | 0.045 [+| 0.004 | 0.057 [+| 0.004 ns
Proline 0.043 [+[ 0.012 | 0.039 [+| 0.006 | 0.040 [+| 0.015 | 0.038 [+| 0.010 | 0.040 [+| 0.006 | 0.043 [+| 0.010 ns
Methionine 0.024 [+[ 0.009 | 0.017 [+] 0.004 | 0.021 [+| 0.006 | 0.027 [+| 0.008 | 0.017 [+[ 0.005 | 0.020 [+| 0.004 ns
Glutamic acid 0.017 [+| 0.002 | 0.023 |[+| 0.015 | 0.024 [+| 0.006 | 0.025 [+| 0.006 | 0.027 |[+| 0.014 | 0.018 [+| 0.006 ns
Glutamine 0.192 [+| 0.043 | 0.191 [+] 0.030 | 0.202 [+| 0.036 | 0.211 [+| 0.026 | 0.195 [+| 0.061 | 0.185 |[+| 0.018 ns
Lysine 0.110 [+| 0.012 | 0.090 [+| 0.019 | 0.102 |+[ 0.012 | 0.090 [+| 0.015 | 0.087 [+| 0.017 | 0.111 [+]| 0.014 ns
Histidine 0.027 [+ 0.003 | 0.026 [+| 0.004 | 0.027 [+| 0.002 | 0.032 [+| 0.004 | 0.030 [+| 0.012 | 0.028 |[+| 0.002 ns
Cortical amino acids
Alanine 0.396 [+| 0.083 | 0.368 [+| 0.081 | 0.383 [+| 0.079 | 0.378 [+| 0.090 | 0.333 [+| 0.077 | 0.375 [+| 0.054 ns
Serine 0.709 [+[ 0.190 | 0.635 [+| 0.190 | 0.704 [+| 0.116 | 0.632 [+| 0.189 | 0.562 [+| 0.089 | 0.623 [+| 0.071 ns
Proline 0.015 [+[ 0.007 | 0.013 [+] 0.005 | 0.016 [+| 0.006 | 0.013 [+| 0.005 | 0.012 [+| 0.004 | 0.015 [+| 0.005 ns
Aspartic acid 0.828 |+| 0.177 | 0.771 |+| 0.234 | 0.856 [+| 0.227 | 0.794 |+| 0.312 | 0.732 [+| 0.188 | 0.766 [+| 0.116 ns
Glutamic acid 1.413 |+| 0.258 | 1.405 [+| 0.308 | 1.448 [+| 0.240 | 1.405 [+| 0.329 | 1.225 [+| 0.246 | 1.363 |+| 0.174 ns
Glutamine 1.169 |+| 0.227 | 1.065 [+]| 0.152 | 1.083 [+] 0.338 | 1.127 |+| 0.276 | 1.14 [+] 0.435 | 1.113 [+[ 0.169 ns
Lysine 0.051 [+[ 0.009 | 0.044 [+] 0.006 | 0.049 [+]| 0.009 | 0.043 [+| 0.016 | 0.042 [+| 0.019 | 0.045 [+| 0.007 ns
Histidine 0.011 [+| 0.003 | 0.007 [+| 0.005 | 0.011 |+] 0.003 | 0.013 |[+| 0.005 | 0.019 [+| 0.028 | 0.012 |+| 0.004 ns

Table S3: Additional amino acids measured in the plasma and cortex of mice.

Plasma: Amino acids were analyzed from intracardiac blood sampled just before perfusion, expressed as a
ratio on total plasma amino acids (n= 4-6 per group). Cortex: amino acids were analyzed in TBS-soluble
fractions of cortex homogenates, expressed as a ratio on total protein content (n= 10-16 per group).
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CD (5% wiw fat)

HFD (35% w/w fat)

Normal (n=7) High-BCAA (n=12) | Low-BCAA (n=14)| Normal (n=10) High-BCAA (n=6) | Low-BCAA (n=9)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD_ |p value
Triglycerides 4.034 |+ 2.234 | 3.659 |+| 1.357 | 4.234 |+| 1.540 | 4.214 |#] 1.157 | 5.537 |+| 3.775 | 3.899 [+ 1.276 ns
Cholesterol 0.447 |+ 0.320 | 0.573 [+ 0.236 | 0.639 [+| 0.289 | 0.398 |+| 0.134 | 0.563 |+| 0.588 | 0.396 [+| 0.149 ns

Table S4: Impact of the diets on plasma triglycerides and cholesterol levels.
Triglycerides and cholesterol were measured in plasma collected by cardiac puncture.
using a one-way ANOVA followed by a Tukey’s post-hoc analysis.

Data were compared

CD (5% w/w fat) HFD (35% w/w fat)
Normal (n=10) | High-BCAA (n=15)| Low-BCAA (n=16)| Normal (n=12) | High-BCAA (n=11) | Low-BCAA (n=11)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD_ |p value
Synaptic proteins
Membrane Drebrin 198 [+| 106 192 [+ 110 258 |+| 134 279 |+ 122 184 [+] 130 216 [+| 106 ns
Soluble Drebrin 245 |+ 197 172 [+ 112 146 [+ 90 213 [#| 125 225 4| 230 118 [+ 121 ns
Septin3 337 |+ 128 374 [+ 131 380 |+ 99 410 [+ 154 382 |+ 80 415 [+ 143 ns
SNAP25 254 |#| 131 229 |+ 125 250 [#] 132 262 |+ 139 242 |#| 131 252 |+ 113 ns
Synaptophysin 315 |+| 152 313 |+ 111 357 |+| 154 368 [+ 125 375 |+ 161 346 [+ 93 ns
PSD95 391 |+ 155 405 [+ 131 420 [+ 111 441 [+ 107 354 [+ 71 375 [+ 104 ns
Kinases
GSK3B(pSer9) / GSK3B | 0.399 [+| 0.44 | 0.571 [+] 0.432 | 0.363 [+| 0.378 | 0.491 [+[ 0.323 | 0.538 |+| 0.643 | 0.723 [+| 0.857 ns
AKT (pSer473) /| AKT 0.301 |+| 0.152 | 0.406 [+ 0.277 | 0.319 [+ 0.198 | 0.451 [+ 0.322 | 0.374 |+| 0.316 | 0.421 |+| 0.221 ns
Others
NeuN 496 [+| 104 448 [+| 175 493 [+ 118 487 [+| 148 454 |+| 137 370 [+ 108 ns
GFAP 362 [+] 142 334 [+ 126 337 [#] 117 326 |+ 129 282 [+#] 107 404 |+| 248 ns
p62 143 [+| 72 135 [+| 58 165 [+[ 60 165 [+] 51 111 |4 52 135 [+| 57 ns
mTOR (pSer2448) /mTOR| 0.721 [+] 0.310 | 0.889 |+| 0.374 | 0.555 [+| 0.391 | 0.945 |+| 0.485 | 0.765 |[+| 0.471 | 0.824 |+ 0.325 ns

Table S5: Effect of BCAA intake on cortical levels of others AD markers.
Proteins were measured in TBS-soluble or detergent-soluble (membrane) fractions of cortex homogenates.
Data are shown as relative optical density and were compared using a one-way ANOVA followed by a Tukey’s

post-hoc analysis.

Antibody Clone Specificity Host Source

Actin monoclonal B-actin Mouse _|Applied Biological Materials (Richmond, BC, Canada)

AKT polyclonal AKT aa 345-480 Rabbit _|Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)

AKT (phospho) polyclonal AKT, phosphorylated at Ser-473 Rabbit _|Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)
-tubulin monoclonal B-tubulin Mouse _|Applied Biological Materials (Richmond, BC, Canada)

Cytox1 monoclonal Cytochrome oxydase 1 Mouse _|Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, USA)

Drebrin Mx823 c-terminal peptide (aa 632-649) Mouse _|Progen Biotechnik GmbH (Heidelberg, Germany)

GFAP G-A-5 monaclonal [Whole glial firbillary acidic protein Mouse _[Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, USA)

GSK3p monoclonal Rat GSK-38 aa. 1-160 Mouse _|BD Biosciences (Mississauga, ON, Canada)

GSK3g (phospho) polyclonal GSK3pB, phosphorylated at Ser-9 Rabbit _[Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

mTOR polyclonal Total mMTOR Rabbit _[Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

mTOR (phospho) monoclonal mTOR phosphorylated at Ser2448 Rabbit _[Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

NeuN polyclonal aa 1-100 (N-terminal) Rabbit _[Abcam (Cambridge, United Kingdom)

p62 polyclonal Endogenous levels of total p62 protein Rabbit _[Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

PSD95 K28/43 PSD95 Mouse _[Antibodies Incorporated (Davies, CA, USA)

Septin3 polyclonal Endogenous levels of total SEPT3 protein Rabbit _[Novus Bioogicals (Littleton, CO, USA)

SNAP25 SM1 81 Whole Snap25 Mouse |Covance, Inc. (Princeton, NJ, USA)

Synaptophysin monoclonal Synaptophysin Mouse |EMD Millipore (Billerica, MA, USA)

Tau (total human tau) [Tau 13 monoclonal |Tau protein (Tau13) aa. 2-18 of human tau Rabbit _|Covance, Inc. (Princeton, NJ, USA)

Tau (total) polyclonal c-terminal region of tau protein Rabbit _|Dako (Burlington, ON, Canada)

Tau (phospho) AT8 Tau, phosphorylated at Ser-202 and Thr-205 Mouse | Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Tau (phospho) AT180 Tau, phosphorylated at Thr-231 Mouse _|Pierce Endogen Inc. (Rockford, IL, USA)

Tau (phospho AT270 Tau, phosphorylated at Thr-181 Mouse _|Pierce Endogen Inc. (Rockford, IL, USA)

Tau (phospho) CP13 Tau, phosphorylated at Ser-202 Mouse _|Generous gift from Peter Davies

Tau (phospho) PHF1 Tau, phosphorylated at Ser-396 and Ser-404 Mouse _[Generous gift from Peter Davies

Table S6: List of antibodies used in the study for Western blot.
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