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INTRODUCTION

A premiére vue, le systéme nerveux et le systéme immunitaire ont peu de traits communs.
Le systéeme immunitaire est en perpétuel renouvellement et remaniement ; & 1’opposé, le systéme
nerveux est hautement régulé autour d’une homéostasie inflexible. Ils sont de plus ségrégés I’un de
’autre par la barriere hémato-encéphalique (BHE), qui confére au systéme nerveux central le statut de
« territoire immunologiquement privilégi¢ ». Cette barriére ne prévient pas seulement de I’entrée de
tous pathogénes ou cellules immunitaires dans le parenchyme cérébral, elle exclut également une
grande partie des molécules thérapeutiques susceptibles d’atteindre le tissu cérébral. Il a longtemps été
pris pour acquis que le maintien de I’imperméabilité de cette barriére était essentiel au bon
fonctionnement du systéme nerveux et que son ouverture était un phénomeéne pathologique.
Cependant, cette réduction oublie que des échanges actifs ont lieu entre le sang et le cerveau, en

conditions physiologiques.

L’utilisation récente des ultrasons pour 1’ouverture de la BHE a pu apporter des solutions
techniques pour la délivrance focalisée de molécules thérapeutiques dans les maladies
neurodégénératives. Il est alors apparu que 1’ouverture de la BHE pouvait étre a I’origine d’un passage
plus important des molécules thérapeutiques administrées, mais que cette ouverture pouvait également
étre a I’origine d’une soustraction de molécules néfastes pour le systéme nerveux, comme les peptides
AP dans la maladie d’ Alzheimer. Ce dernier point a été I’objet de cette étude menée conjointement a
NeuroSpin et au Service Hospitalier Frédéric Joliot, sous la direction de Benoit Larrat et de Charles
Truillet. L’utilisation de la tomographie par émission de positons chez des souris modeles de la maladie
d’ Alzheimer ayant subi un protocole de perméabilisation répétée de la BHE par ultrasons nous a permis
de tester I’hypothése d’une neuro-inflammation thérapeutique déclenchée par les ultrasons et a

’origine d’une clairance amyloide.
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PREMIERE PARTIE : LA MALADIE
D’ALZHEIMER, DE LA NECESSITE DE
TROUVER DES TRAITEMENTS
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1. Neuropathologie de 1a maladie d’Alzheimer

1.1. La maladie d’Alzheimer a I’échelle de I’individu

1.1.1. Expression clinique de la maladie

La maladie d’Alzheimer est définie comme une démence dite dégénérative et se caractérise

cliniquement par I’association de troubles cognitifs et comportementaux (Kumar et Tsao, 2018).

Les troubles de la mémoire d’abord a court terme puis a long terme sont les symptdmes les plus
connus de la maladie d’Alzheimer. Elle s’accompagne d’une désorientation spatio-temporelle, de
difficultés pour trouver ses mots et pour la réalisation de certains gestes, ainsi que des troubles du
comportements (apathie, dépression, agressivité, délire, ...). Classiquement, la maladie d’Alzheimer
touche des personnes de plus de 65 ans, et démarre par I’apparition progressive de difficultés dans la
réalisation de certaines taches cognitives mobilisant la mémoire de travail, comme la réalisation de
calculs, I’orientation visuo-spatiale et le langage.

Durant cette phase initiale dite pré-démentielle, les oublis bénins, le manque d’attention, ou encore les
sautes d’humeur peuvent passer relativement inapercus ou passer pour des symptomes normaux du

vieillissement ou stress (Dubois, 2009).

Tandis que la maladie progresse du stade léger a intermédiaire (Figure 1), les déficits
mnésiques et les atteintes cognitives s’intensifient, et la progression de ces symptomes permet d’établir
le diagnostic de la maladie. L’évolution des symptomes conduit progressivement a la perte
d’indépendance du patient. Finalement, 1’apparition d’atteintes motrices et de troubles de la
coordination ainsi que la difficult¢ & communiquer (aphasie/paraphasie) entrainent le repliement du
patient, et les atteintes comportementales et neuropsychiatriques deviennent prépondérantes.

Alors que le patient oublie progressivement son pass¢ et ne reconnait plus ses amis et sa famille, ces
périodes de grande confusion se caractérisent également par la perte de conscience par les patients de

leur maladie (Honig et Mayeux, 2001).

La phase ultime de la maladie méne le patient vers une perte quasi-totale de la parole, une
grande fatigue et une incapacité motrice nécessitant une aide constante.
Le patient est alité et présente des difficultés a manger et a avaler. Cette phase se termine par le déces
de la personne, souvent a la suite de complications secondaires comme une pneumonie (Sheehan,

2012).
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Figure 1 : Frise symptomatologique de la maladie d'Alzheimer. D apres Honig et Mayeux, 2001.
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1.1.2. Diagnostic de la maladie

Du fait de I’absence de marqueurs biologiques de certitude de la maladie d’Alzheimer, son
diagnostic est probabiliste par élimination des autres causes possibles de démence, rendant
I’acceptation du diagnostic difficile pour le patient et I’entourage. L’établissement du diagnostic de la
maladie est complexe lorsqu’il intervient aux deux extrémités de I’évolution de la maladie. Au début
de I'installation de la maladie d’Alzheimer, les symptomes sont discrets et passent pour des signes
habituels du vieillissement. Dans les phases avancées et ultimes de la maladie, les altérations décelées
a I’examen ne sont plus spécifiques d’une démence en particulier, et ne permettent pas de diagnostiquer
une démence d’Alzheimer, (Dubois, 2009).

La maladie d’Alzheimer est la cause principale de syndrome démentiel. Cependant, d’autres causes
neurodégénératives peuvent étre a 1’origine d’un syndrome démentiel :

- la démence vasculaire ;

- la démence a corps de Lewy ;

- la démence compliquant la maladie de Parkinson ;

- la dégénérescence lobaire fronto-temporale, etc.

En 2011, la Haute Autorité de Santé (HAS) a publi¢ ses recommandations pour le diagnostic et la
prise en charge des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (« Maladie d’Alzheimer et maladie
apparentées : diagnostic et prise en charge. », 2011).

Selon la HAS, la démarche diagnostique doit comporter :

- un examen clinique, afin d’évaluer I’état général et cardiovasculaire et de rechercher une
éventuelle confusion mentale ou des déficits sensoriels. L’examen neurologique reste souvent
normal dans le cas d’une maladie d’Alzheimer ;

- un entretien avec le patient et un proche de celui-ci ;
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- une évaluation fonctionnelle, qui doit permettre d’apprécier les conséquences des troubles
cognitifs sur la vie quotidienne. Plusieurs échelles peuvent étre utilisées pour quantifier
I’impact sur la vie quotidienne : 1’échelle « Instrumental Activities of Daily Living » (IADL)
pour les activités instrumentales ; 1’échelle « Activities of Daily Living » (ADL) pour les
activités basiques ; le « Disability Assessment for Dementia » (DAD) peut ¢galement étre
utilisé ;

- une évaluation cognitive globale, a 1’aide du « Mini-Mental State Examination » (MMSE),
(Sheehan, 2012) ;

- une évaluation psychique et comportementale, recherchant une dépression selon les critéres
« Diagnostic and Stat Manual of Mental Disorders » (DSM-IV-TR). Cet entretien doit pouvoir
déceler des troubles affectifs, comportementaux ou d’expression psychiatrique, et peut étre
structuré a I’aide d’échelle telles que le « NeuroPsychiatric Inventory » (NPI) ;

- une évaluation neuropsychologique du patient. Elle permet d’évaluer tout particuliérement la
mémoire épisodique, la mémoire sémantique, les fonctions exécutives, ’attention et les
fonctions instrumentales ;

- des examens biologiques et des imageries cérébrales ; les premiers pour exclure d’autres causes
possibles des altérations cognitives observées (complication iatrogéne, trouble psychiatrique,
maladie infectieuse ou métabolique, efc.) et les seconds afin de déceler d’autres anomalies
associées ou causales (accident vasculaire, hydrocéphalie, efc.), ainsi que des atrophies
cérébrales caractéristiques.

La réalisation d’imageries cérébrales comme 1’acquisition d’images IRM (Imagerie par
Résonnance Magnétique) et TEP (Tomographie par Emission de Positons) permettent de
révéler dans le cas d’une maladie d’Alzheimer, une atrophie du lobe temporal interne de
I’hippocampe corrélable au déficit cognitif (Scheltens et al., 1992 ; Laakso et al., 1998), et une
diminution du métabolisme du glucose et du débit sanguin cérébral au niveau pariéto-temporal

et cingulaire postérieur (Mosconi et al., 2008 ; Marchitelli et al., 2018) ;

Les formes précoces de la maladie d’Alzheimer posent davantage de problémes dans
1’¢établissement du diagnostic de la maladie, puisque les patients sont souvent considérés a tort comme
relevant de la psychiatrie.

Dans ces cas atypiques de suspicion de maladie d’Alzheimer, d’autres examens peuvent étre
indiqués comme une analyse du liquide cérébro-spinal (LCS) avec dosage des protéines « Tubulin

Associated Unit » (tau) totales, tau phosphorylées et Ap-42.
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Dans ce genre de cas, la réalisation d’une étude génétique peut étre intéressante afin d’identifier
la mutation des trois genes causaux actuellement identifiés (4PP, PSENI, PSEN2). Apres
consentement €écrit, cette analyse peut étre réalisée chez les patients ayant des antécédents familiaux
de démence évocateurs d'une transmission autosomique dominante, ainsi que chez les apparentés

(Lanoiselée et al., 2017).

Dans cette phase de diagnostic, ¢’est le médecin généraliste qui est en premier sollicité. Dans
le cas de troubles cognitifs avérés, le patient doit étre réorienté vers des médecins spécialistes de la

mémoire et dans le diagnostic de la maladie d’ Alzheimer.

Cette complexité dans le diagnostic de la maladie d’Alzheimer a longtemps posé probléme,
notamment dans le recrutement de patient pour la réalisation des essais cliniques. Notamment, un des
symptomes de la maladie d’Alzheimer, I’agnosie (déni des troubles de la maladie), peut apparaitre
relativement précocement. Elle constitue un mécanisme de défense psychologique qui rend I’examen
et 1’évaluation des fonctions cognitives peu représentatifs des réels troubles du patient, alors que
I’entretien neuro-psychologique est I’examen de premicre ligne dans le diagnostic de la maladie
(Dubois, 2009).

De plus, la maladie d’ Alzheimer est une maladie de la personne agée, et son diagnostic se pose souvent
avec un tableau clinique déja riche. Cette comorbidité complexifie évidement le diagnostic, surtout
lorsque des altérations de la sphére perceptive sont & déplorer comme les troubles de I’audition ou des

troubles visuels qui rendent impraticables les tests cognitifs.

Le seul diagnostic de certitude de la maladie d’ Alzheimer est obtenu par autopsie du cerveau
post mortem et par la visualisation en analyse histologique des deux Iésions caractéristiques de la

maladie : les plaques séniles et la dégénérescence neurofibrillaire (Weller et Budson, 2018).

Malgré tout, les défis technologiques et expérimentaux relevés par la recherche
neuroscientifique ont permis de faire émerger, lorsqu’ils sont associés a des troubles dans les
¢valuations cognitives, de nouveaux critéres diagnostiques précoces comme la visualisation de l1ésions
de morphologies particulieres en IRM et en TEP, ainsi que le titrage amyloide et tau du LCS (cf.
Premicére partie : 3.1. Ce que nous a appris I’exploration non invasive du cerveau).

L’association de I’ensemble de ces critéres peut dorénavant étre considérée comme un

diagnostic de certitude de la maladie d’Alzheimer réalisable du vivant du patient, mais I’obtention de
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ces résultats résulte d’une batterie d’examens qui ne sont pour 1’heure réservés qu’a 1’inclusion des

patients dans des protocoles cliniques, ou pour les formes d’ Alzheimer atypiques (Dubois, 2009).

1.2. La maladie d’Alzheimer a I’échelle cellulaire et moléculaire

1.2.1. Physiopathologie de la maladie

La perte progressive et irréversible des fonctions mentales observée chez les patients atteints
de la maladie d’ Alzheimer constitue la manifestation symptomatologique d’une neurodégénérescence
du parenchyme cérébral se caractérisant par 1’agrégation de protéines anormales conduisant a la mort
progressive des neurones.

Deux types de 1ésions conduisent a la mort neuronale dans la maladie d’ Alzheimer :

- L’accumulation de peptides amyloide B (Af) sous la forme de plaques et d’oligoméres, dans

le milieu extracellulaire et intracellulaire ;

- La dégénérescence neurofibrillaire des neurones qui correspond a 1’accumulation dans le
cytoplasme des neurones de structures filamenteuses constituées de protéines tau

hyperphosphorylées.

La protéine tau (pour « tubuline associated unit ») est une protéine interagissant et favorisant
I’assemblage et la stabilité des microtubules par phosphorylation. Son hyperphosphorylation anormale
conduit a une diminution de son affinité pour les microtubules, entrainant une désorganisation du
cytosquelette et son auto-assemblage avec d’autres protéines tau sous la forme de PHF (« Paired
Helical Filaments » ou filaments appariés en hélice). Cette réorganisation est a l’origine d’une

dégénérescence des neurones (Mandelkow et al., 2007 ; Igbal et al., 2016).

Ces deux types de 1ésions sont spécifiques et caractérisent la maladie d’Alzheimer, bien qu’elles
puissent également €tre retrouvées, de fagon moins importante, au cours du vieillissement normal d’un
individu.

Ces lésions sont précoces et sont observées bien avant 1’apparition des premiers symptdmes de la
maladie (environ une vingtaine d’années avant 1’apparition des premiers symptomes) (Querfurth et

LaFerla, 2010).
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1.2.2. Etiologie des lésions AP

L’unité constitutive des plaques amyloides est le peptique AP, un peptide de 4-6 kDa de 40 a

42 acides aminés issu du clivage de la protéine APP (« Amyloid Peptide Precursor »).

Le géne codant I’APP est localisé chez I’homme sur le chromosome 21, et son expression
donne naissance, grace a un épissage alternatif, a trois isoformes majeures (APPgos, APP751, et APP770).
L’APP est exprimée dans le cceur, les reins, les poumons, la rate, les intestins, et le cerveau (Ludewig
et Korte, 2017).

L’ APPsos est I’isoforme prédominante dans les neurones tandis que les APP7s1 et APP770 se
trouvent davantage dans les autres types cellulaires. C’est une glycoprotéine transmembranaire
appartenant a une grande famille de génes regroupant également des génes homologues codant pour
des protéines analogues de I’APP : les APLP 1 et 2 (pour APP Like Protein).

Le role physiologique de I’ APP, de ses produits de clivage, et des protéines analogues APLP 1
et 2 n’est toujours pas compleétement clarifié. Cependant, il a été montré que 1’APP et ses fragments
sont impliqués dans la régulation de la force synaptique. En effet, la famille APP est impliquée dans
I’adhérence synaptique et participe ainsi a la construction et au support des contacts synaptiques. Elle
a également un rdle important dans la plasticité synaptique, et au niveau présynaptique elle intervient
dans la maturation et le développement du systeme nerveux central (SNC), ainsi que dans la
machinerie de libération des vésicules présynaptiques. Au niveau postsynaptique, elle aurait un role
dans la régulation de I’expression a la surface cellulaire des récepteurs NMDA (Miiller et Deller, 2017

; Ludewig et Korte, 2017).

Deux voies de clivage de la protéine APP peuvent étre empruntées (Figure 2) :

- La voie non-amyloidogénique qui fait intervenir I’a- et la y-sécrétase. Dans ce cas, 1’0-
sécrétase clive I’APP dans le domaine A, rendant impossible la libération du peptide Ap. Un
deuxieéme clivage par la y-sécrétase libére ensuite les fragments APPsa, P3 et AICD (pour

« APP intracellular domain ») ;

- La voie amyloidogénique qui fait intervenir la - et la y-sécrétases. Cette derniere voie est a
I’origine de la libération du peptide AP. La libération du peptide AP nécessite un premier
clivage par la B-sécrétase (une aspartyl protéase, aussi dénommée BACE-1 pour « beta-site

APP cleaving enzyme 1 ») libérant le segment N-ter du peptide AP, et le fragment APPsp.
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Le segment C-ter du peptide AP est ensuite libéré par la y-sécrétase, générant ainsi le peptide
AB. Le complexe y-sécrétase est peu précis, et bien que la majorité des peptides AP libérés
soient clivés a I’acide aminé 40 (libérant le peptide AB-40), une petite partie des AP libérés

sont clivés a 1’acide aminé 42, libérant le peptide AB-42.

Figure 2 : Clivage de la protéine précurseur de I’amyloide « APP » et génération des peptides Ap.
D’apreés Ehehalt et al., 2003 ; Querfurth et LaFerla, 2010.
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En conditions physiologiques, la voie non-amyloidogénique est la voie de clivage
principalement empruntée, et la raison pour laquelle une voie est privilégiée par rapport a I’autre est
toujours mal comprise. L’hypothése la plus retenue est celle selon laquelle une accumulation de I’ APP
au sein de radeaux lipidiques orienterait le clivage de I’ APP vers la voie amyloidogénique, conduisant

a la libération des peptides AP, (Ehehalt et al., 2003 ; Querfurth et LaFerla, 2010).

1.2.3. Etiologie des lésions tau

La dégénérescence neurofibrillaire (DNF) est une 1ésion que 1’on retrouve associ¢e aux dépots
d’amyloide sur les analyses histologiques réalisées sur les cerveaux atteints de la maladie d’ Alzheimer.
Elle correspond a I’accumulation dans le cytoplasme des neurones de structures filamenteuses appelées
PHF.

Bien que la DNF se retrouve systématiquement, elle n’est pas spécifique de la maladie

d’ Alzheimer, et elle se retrouve dans d’autres types de démences que I’on peut regrouper sous le terme
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de «tauopathies » et qui comprennent: les démences fronto-temporales, certains syndromes
parkinsoniens, la maladie de Pick, etc. (Polanco ef al., 2017).
Le terme « tauopathie » provient de la protéine tau, qui a été identifiée, pour la premicre fois

par Brion en 1985, comme le composant majoritaire de ces PHF.

La protéine tau fait partie de la famille des protéines associées aux microtubules (MAP pour
« Microtubule Associated Protein »). Elle assure la stabilisation et la polymérisation des microtubules
en promouvant l’assemblage des tubulines (Figure 3). En plus de sa fonction au niveau du
cytosquelette neuronal, la protéine tau est €également impliquée dans la neurotransmission (Igbal et al.,

2016).

Figure 3 : Role et altération fonctionnelle de la protéine tau dans la maladie d'Alzheimer. D apres

« Alzheimer’s Disease ».
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La protéine tau est codée par le géne MAPT situé sur le bras long du chromosome 17, locus 21.
La protéine tau possede six isoformes résultant d’un épissage alternatif de son ARNn, de 441, 410,
412, 381, 383 et 352 acides aminés (Goedert et al., 1989).

Ces six isoformes diffeérent par la présence de zéro a deux inserts d’une séquence de 29 acides
aminés dans leur région N-terminale, ainsi que par la présence de trois a quatre domaines répétés de

liaison aux microtubules a leur extrémité C-terminale (Goedert et al., 1989).

Des ¢études biochimiques de la protéine tau ont permis de mettre en évidence que la protéine
tau présente au sein des PHF, mais également au sein des oligomeéres de tau est anormalement

phosphorylée dans le cerveau en cas de maladie d’Alzheimer. En effet, plus de 40 sites
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d’hyperphosphorylation anormale ont été identifiés dans ces agrégats et structures fibrillaires. Cet état
de phosphorylation anormale perturbe la fonction physiologique de tau et est a 1’origine de son
oligomérisation et de son assemblage en PHF, aboutissant in fine a la dégénérescence des neurones

(Igbal et al., 2016).

Deux mécanismes peuvent expliquer 1’état anormalement phosphorylé de la protéine tau :

- Un mauvais équilibre entre les activités des kinases et phosphatases de la protéine tau, a
I’origine d’une hyperphosphorylation de tau,

- La génération d’une grande quantité de tau libres, et non associée aux microtubules, qui sont
davantage susceptibles d’étre anormalement phosphorylés. Ce pool de tau libres est
principalement dii a des mutations faisant varier le nombre d’inserts N-ter et C-ter, a I’origine

d’une diminution de son affinité pour les microtubules (Igbal et al., 2016).

La protéine tau normale dispose d’une structure en épingle dont les extrémités N-ter et C-ter se
replient au niveau des domaines de liaison aux microtubules, ce qui stimule 1’assemblage et la
stabilisation des microtubules (Figure 4). Lorsque tau est anormalement phosphorylée, son affinité
diminue et elle se trouve dissociée des microtubules. Ses domaines de liaison sont alors exposés,
autorisant ainsi I’auto-assemblage des protéines tau en oligomeéres et en PHF (Mandelkow et al., 2007).
L’agrégation des protéines tau est pour finir a 1’origine de son oligomérisation et de son assemblage

en PHF.

Figure 4 : Représentation schématique de la conformation en épingle de la protéine tau. D apres
Mandelkow et al., 2007.
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Expérimentalement, seule la toxicit¢ des oligomeéres de tau hyperphosphorylées a été
démontrée (Lasagna-Reeves et al., 2011). Les PHF serait en fait une réponse neuroprotectrice du
neurone permettant la séquestration des oligomeres cytotoxiques (Igbal et al., 1994 ; Morsch et al.,

1999).

Si le cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer contient des protéines tau
anormalement phosphorylées contrairement au cerveau sain, les deux possédent la méme quantité de
protéine tau normale. Malheureusement, cet ensemble de protéines tau normales est rapidement altéré :
a la maniere d’un mécanisme de type « prion », la protéine tau anormalement phosphorylée est capable
de se lier a la protéine tau normale et de la modifier, ce qui est a I’origine d’une propagation des formes
hyperphosphorylées (Igbal et al., 2016).

Les protéines tau hyperphosphorylées sont également capables de séquestrer d’autres protéines
associées aux microtubules comme la MAP1 et la MAP2, amplifiant ainsi le désassemblage des
microtubules, et la perturbation du transport axonal le long du cytosquelette neuronal. La
compromission du transport axonal conduit finalement a la dégénérescence rétrograde des neurones et
a la perte synaptique puis a la mort neuronale responsable de la démence décrite dans la maladie

d’Alzheimer (Igbal et al., 2016).

1.3. Théorie de la cascade amyloide et formation des plaques

amyloides

Du fait de ses deux acides aminés supplémentaires, le peptide AP 42 (AB-42) est davantage
hydrophobe et s’agrége plus rapidement que le peptide AB-40. Il est également le peptide amyloide
retrouvé en plus grande quantité chez les patients atteints de la maladie d’ Alzheimer et est tenu pour
responsable des symptomes observés (Querfurth et LaFerla, 2010).

En effet, ’accumulation et 1’agrégation des peptides AB-42 est a I’origine de la formation de
fibrilles insolubles et neurotoxiques responsables de la formation des plaques amyloides.

Les observations menées en microscopie électronique a balayage (MEB) suggérent que les peptides
AB-42 s’accumulent et s’agrégent dans les endosomes et leurs vésicules et organelles associées au
niveau des axones et des dendrites, a la fois au sein des compartiments pré- et postsynaptiques.

En s’accumulant, les peptides AB-42 peuvent de plus s’associer et former des oligomeres solubles et
insolubles. Finalement, les données menées en MEB laissent penser que les plaques amyloides seraient

ensuite générées par les vestiges de ces neurites dégénérés, ce qui permettrait de faire le lien entre
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I’accumulation des peptides AP, le dysfonctionnement synaptique précoce, et la genese des plaques
amyloides dans la maladie d’Alzheimer.
Néanmoins, au niveau moléculaire, le mécanisme expliquant la neurotoxicité des peptides AP

reste toujours inconnu (McGowan et al., 2005 ; Gouras et al., 2005 ; Takahashi et al., 2017).

A la formation de ces plaques amyloides, s’ajoute une autre 1ésion neuropathologique bien
connue dans la maladie d’Alzheimer: la dégénérescence neurofibrillaire. Les protéines tau
hyperphosphorylées se retrouvent notamment autour des plaques amyloides, et la chronologie
d’apparition des affections tau et amyloide I'une par rapport a 1’autre, ainsi que leur influence 1’une
sur 1’autre est encore sujet de débat. Alors que les I€sions tau semblent précéder les 1€sions amyloides,
I’implication des dépots amyloides dans la symptomatologie de la maladie d’Alzheimer est encore

discutée (Igbal et al., 2016).

L’ensemble des études des génes impliqués dans les formes familiales de maladie d’ Alzheimer
supporte la théorie de la cascade amyloide de Hardy selon laquelle I’accumulation d’AB précéderait
celle de tau, et la déclencherait.

En effet, la plupart des mutations du géne 4PP humain sont pathogénes et sont a 1’origine de
maladies d’Alzheimer précoces dite familiales. Toutes les mutations dominantes conduisant a
I’apparition d’une maladie d’Alzheimer précoce ont lieu soit au niveau du substrat, c’est-a-dire la
protéine précurseur de I’amyloide APP, soit au niveau de la protéase (Présenilline) de la réaction
générant le peptide AB. Ces mutations sont a I’origine d’une libération excessive du peptide AB-42 par
rapport au peptide AB-40 suggérant le role critique du peptide AB-42 dans la genese de la maladie
d’Alzheimer (Cole et Vassar, 2007).

De plus, la triplication du gene APP, situé sur le chromosome 21, qui a lieu dans le syndrome
de Down, est a I’origine d’une prédisposition des sujets atteints de trisomie 21 a développer une
maladie d’ Alzheimer.

Finalement I’ensemble de ces données méne la communauté scientifique a approuver cette
théorie, ou du moins a I’explorer.

Selon ce schéma proposé par Hardy (Figure 5), I’oligomérisation des peptides AP et la
formation de plaques amyloides seraient a I’origine d’une activation astrocytaire et microgliale
déclenchant une neuro-inflammation. Les réponses inflammatoires enclenchées altéreraient
I’homéostasie ionique neuronale et produiraient un stress oxydatif perturbant les activités des kinases
et phosphatases conduisant a I’hyperphosphorylation anormale de la protéine tau et a la

dégénérescence neurofibrillaire (Selkoe et Hardy, 2016).
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In fine, I’apparition de ces deux Iésions serait a 1’origine d’un dysfonctionnement général des

neurones et des synapses, conduisant a la mort neuronale et aux déficits cognitifs observés dans la

maladie d’ Alzheimer (Weiner et Frenkel, 2006 ; Cole et Vassar, 2007).

Figure 5 : Les évenements successifs de la théorie de la cascade amyloide selon Hardy. D apres Selkoe

et Hardy, 2016.

Mutation de :
1
PS2

Production excessive de

peptldes AB

/

Mort neuronale

microglie———M—————
Plague sénile ———

/L H

Neurites l
dégénérées /astrocyte

\

Altération synaptique

[ Agrégats intracellulaires \

de protéines tau
hyperphosphorylées

Accumulation de peptides AR

Ol|gomerlsat|on

_ "~ Formation de
fibrilles insolubles
d" AR

/ mmrogl\
Dépots progressifs de
plagues amyloides (

s"," @
Activation
microgliale et
astrocytaire @/neurone

Réponses

inflammatoires
\ associées ‘

Altération de

I’'homéostasie ionique

Perturbation des voies
kinases/phosphatases

™ Hyperphosphorylation

neuronale
Stress Oxydatif

de tau

Cependant, certains défis mettent a mal I'hypothese de la cascade amyloidogénique. En effet,

I’accumulation des plaques AP dans le cerveau des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer est mal

corrélé avec les déficits cognitifs observés, et la présence asymptomatologique de plaques AP dans le

cerveau d’individus sains pose question. En outre, les essais immunothérapeutiques de réduction de la

charge amyloide conduisent effectivement a une meilleure clairance amyloide, sans toutefois étre a

I’origine d’une restauration des performances cognitives des patients (Selkoe et Hardy, 2016 ; Coronel

et al., 2018).
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2. Epidémiologie
2.1. Etude Paquid (Personne agée quid)

La maladie d’Alzheimer se caractérise par des déficits mnésiques progressifs et par des
atteintes cognitives s’accompagnant d’une altération de la personnalité.
Plus de 24 millions de personnes dans le monde en sont affectées, faisant de la maladie d’ Alzheimer
la cause la plus courante de démence, alors méme qu’aucun traitement pouvant guérir la maladie

n’existe a ce jour (Mayeux et Stern, 2012).

L’étude Paquid (Personne agée quid) est la principale source de données épidémiologiques sur
les démences en France. L’étude Paquid comprend une cohorte populationnelle de sujets frangais de
Dordogne et de Gironde agés de plus de 65 ans. Cette ¢tude a permis depuis 1988 1’étude du
vieillissement cognitif et fonctionnel d’un échantillon représentatif de la population frangaise de plus
de 65 ans dans le but de recueillir davantage d’informations sur 1’épidémiologie de la maladie
d’Alzheimer et des maladies apparentées (Dartigues et al., 2012).

Sur les 3777 sujets, cette étude a permis de recueillir les premicres estimations frangaises sur
la prévalence, 1’incidence et la durée moyenne de la maladie d’ Alzheimer, et d’en ressortir les facteurs

de risque, ainsi que les facteurs protecteurs.

En 1993, une premicre prévalence de la maladie d’ Alzheimer a été estimée sur 3149 sujets de
la cohorte Paquid : 4,3 % des sujets de plus de 65 ans étaient atteints de démence contre 7,7 % chez
les sujets de plus de 75 ans (Letenneur ef al., 1993).

Sur les 3777 sujets initiaux, 1461 sujets (soit 37,8 %) ont été revus dix ans apres leur inclusion
dans la cohorte Paquid, afin d’établir une estimation plus récente de la prévalence de la maladie
d’Alzheimer chez ces 1461 sujets de plus de 75 ans.

Ainsi la prévalence de démence a été estimée a 17,8 % des 1461 sujets de plus de 75 ans
(Tableau 1). De ces démences, 79,6 % d’entre elles furent diagnostiquées comme maladie

d’Alzheimer, et 10 % d’entre elles comme démences vasculaires (Helmer et al., 2006).

27



Tableau I : Prévalence des démences en fonction de l'age et du sexe sur 1461 sujets de plus de 75 ans

de la cohorte Paquid. D’apres Helmer et al., 2006.

Cas de Prévalence Cas de Prévalence Cas de Prévalence
démence démence démence
(en nombre) (en nombre) (en nombre)
75-79 ans 20 7,7 % 20 5,7 % 40 6,5 %
80-84 ans 17 12,5 % 38 16,6 % 55 15,1 %
85-89 ans 24 22,9 % 64 29,9 % 88 27,6 %
90 ans et 10 27,0 % 67 52,8 % 77 47,0 %

plus

De ces données on peut retenir ’augmentation de la prévalence avec 1’age, ce qui reste
largement concordant avec la littérature internationale, ainsi que l’augmentation notable de la
prévalence chez les femmes (20,5 %) par rapport aux hommes (13,2 %). En effet, les femmes
constituent la majorité des cas de démences (72,7 % des cas).

La prévalence des démences chez les femmes augmente de fagcon exponentielle apres 90 ans d’age et
pourrait s’expliquer par I’espérance de vie plus importante de 8 ans chez les femmes par rapport aux
hommes, en France.

Autre remarque notable, cette estimation de la prévalence des démences chez les plus de 75 ans
est beaucoup plus importante que celle estimée dix ans plus tot au sein de la méme étude Paquid. Cette
augmentation dans 1’estimation peut refléter une augmentation de la prévalence réelle ou bien refléter
les différences et les améliorations méthodologiques et diagnostiques qui ont eu lieu durant cet
intervalle de 10 ans.

Malgré des améliorations méthodologiques, il est important de considérer que cette
augmentation dans 1’estimation de la prévalence des démences peut traduire une réelle augmentation
de la prévalence dans la population francaise, du fait de I’augmentation de ’espérance de vie, de la
diminution du taux de mortalité (en particulier grace a 1’amélioration de la gestion des maladies
cardiovasculaires). Ceci constitue in fine une sélection de sujets agés plus susceptibles de développer

une démence (Helmer et al., 2006).

Le suivi longitudinal des patients de la cohorte Paquid a également permis de décrire

I’évolution détaillée des démences et de la maladie d’Alzheimer plusieurs décennies avant
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I’établissement du diagnostic de démence, et de mieux connaitre le stade prodromal de la maladie

d’ Alzheimer.

Grace a 1’étude Paquid, des nombreux facteurs de risque de démence et de la maladie

d’Alzheimer ont été mis en évidence (Tableau 2).

Tableau 2 : Facteurs de risque et protecteurs identifiés chez les sujets de la cohorte Paquid. D apres

Dartigues et al., 2012.

BMI : « Body Mass Index ». HTA : Hypertension artérielle. HDL : Cholestérol « High Density

Lipoprotein ». IgM : Immunoglobulines M.

Age élevé
Femme
ApoE 4

Niveau d’études primaire

Célibataire

Tabac

Benzodiazépines
BMI <21

Symptomes dépressifs

N Vitamine E plasmatique
A '1gM Herpes

A Exposition aux
pesticides

21 Aluminium dans l'eau

Démence dans la famille

Certificat d’études
primaires

Profession

Age de retraite

Divorcé, veuf

Anti-inflammatoires
Diabete
HTA

Traumatisme cranien

Homme

Niveau supérieur

Activités sociales et loisirs
Marié

Bonnes relations avec
I'entourage

Consommation modérée
de vin

A Flavonoides

Consommation de poisson
(1x/sem)

A HDL cholestérol

A Silice dans l'eau

Certains de ces facteurs sont en concordance avec la littérature, comme le sexe, 1’age, le niveau

d’études et la consommation de vin et de tabac. En ce qui concerne les facteurs psychosociaux

(activités sociales, loisirs, entourage familial, dépression, efc.), ils sont plus controversés, dans la

mesure ou il est difficile de savoir s’ils sont une cause ou une conséquence de la démence.
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Des facteurs protecteurs ont pu étre dégagés (consommation de poisson, flavonoides) et
présentent un certain intérét dans la mesure ou aucun traitement étiologique n’est efficace a ce jour et

qu’ils offrent de potentielles perspectives préventives, (Dartigues et al., 2012).

En ce qui concerne le devenir des sujets déments, I’étude Paquid a montré qu’au terme des huit
premiéres années de suivi, la durée moyenne de survie était de 4,5 ans a partir du diagnostic de
démence, ceci avec une survie plus longue pour les femmes atteintes de démence que les hommes
atteints de démence (Helmer et al., 2006 ; Berr et al., 2007 ; Dartigues et al., 2012).

L’age étant le premier facteur de démence et de maladie d’ Alzheimer, la fréquence plus grande
de démence chez les femmes peut étre liée a la durée plus longue de la maladie, du fait de I’espérance
de vie plus importante chez les femmes par rapport aux hommes, mais peut ¢galement étre liée au
niveau d’éducation plus faible des femmes issues de cette génération. Ainsi 1’association entre les
démences et le sexe du sujet donne encore lieu a controverse selon les études.

En ce qui concerne 1’étude frangaise, I’incidence des démences n’était plus élevée chez les

femmes de la cohorte Paquid qu’a partir de 80 ans d’age.

L’étude Paquid tend également a démontrer que durant les trois derniéres années précédant la
démence, le déclin des scores aux tests neuropsychologiques s’accélére, ce qui pourrait constituer un
indice prémonitoire de la démence et rentre ainsi en contradiction avec les données actuelles plagant
I’apparition des troubles cognitifs tardivement, voire des dizaines d’années apres la détection des
biomarqueurs de I’amyloide, ou des atrophies hippocampiques détectables a I’'IRM (Alpérovitch et al.,

2002 ; Helmer et al., 2006).

2.2. Etude des 3C (Trois Cités)

L’étude des Trois Cités, plus ambitieuse que 1’étude Paquid, a pris la suite de celle-ci et des
résultats obtenus. Elle a notamment pour but de décortiquer ces derniers résultats en conjuguant le
suivi populationnel a la mesure des biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer et a la réalisation
d’imageries cérébrales afin de connaitre la séquence précise d’apparition de ces événements dans la

maladie d’ Alzheimer (Alpérovitch et al., 2002).

Bien que I’augmentation de 1’incidence des démences et de la maladie d’ Alzheimer puisse étre

en partie expliquée par une sensibilisation plus grande a la fois du personnel médical et de I’entourage
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des personnes rentrant dans le grand age, le départ massif des baby-boomers a la retraite entre 2012 et
2022 représente un probléme de santé publique majeur pour les 20 prochaines années.

La validation de facteurs de risque réels modifiables ainsi que de facteurs protecteurs des
démences et de la maladie d’Alzheimer est un enjeu considérable. Ainsi I’enjeu de 1’étude 3C, par le
suivi de plus de 9500 sujets agés de plus de 65 ans, est la mise en place, dans un futur proche, de
stratégies de prévention de la démence, permettant d’en diminuer 1’incidence et le fardeau, individuel
et social.

Une étude menée sur la cohorte des Trois Cités a récemment apporté quelques éléments de
réponses a ces questions (Ritchie et al., 2010). Cette étude a permis de hiérarchiser cinq facteurs de
risque et de protection (intelligence cristallisée, consommation de fruits et Iégumes, diabéte, mutation
de I’alléle €4 de I’apoprotéine E) en modélisant I’impact d’une suppression spécifique de tel ou tel
facteur sur I’incidence des démences.

Il a ainsi ét¢ montré que la combinaison d’un niveau plus élevé d’intelligence cristallisée
(correspondant a 1’habilité a exploiter nos expériences et nos connaissances acquises, par opposition a
I’intelligence fluide correspondant a I’habilité de réflexion et de raisonnement), de consommation de
fruits et légumes, ainsi que I’élimination de la dépression et du diabéte était la combinaison ayant le
plus d’impact sur la réduction de I’incidence des démences.

Bien que cette modélisation nous permette de donner les facteurs prioritaires de prévention et
d’intervention, il faut souligner que ces résultats sont a examiner avec précaution puisque le calcul du
risque attribuable (c’est-a-dire la proportion des cas de démence que 1’on peut attribuer aux facteurs
de risque), ainsi que du « hazard ratio » obtenu par le modele Cox est défini par des niveaux
d’exposition définis arbitrairement (comme la durée des symptomes, ou le seuil de certains parameétres

biologiques).

3.La maladie d’Alzheimer : un défi expérimental et

technologique pour les neurosciences

Comprendre et traiter les maladies du systéme nerveux central se révele étre un enjeu majeur
pour notre ere. En particulier, les maladies neurodégénératives représentent un lourd cott sociétal et
¢conomique.

Mais le systéme nerveux central reste 1’objet de tous les défis, incompréhensions et prouesses

scientifiques.
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Pour donner un sens a ce systetme complexe, plusieurs défis ont déja été relevés. Il est
dorénavant possible d’observer, mesurer le cerveau vivant « penser » a travers la boite cranienne grace
aux progrés fulgurants de 1I’imagerie cérébrale. L’apport de I’expérimentation animale, ainsi que
I’¢laboration de bons modéles animaux ont également permis de modéliser les principaux mécanismes
des affections neurodégénératives humaines.

Le défi subsistant reste conceptuel : il nous faut encore comprendre le systéme nerveux et ses
affections dans leur globalité, ainsi que leur hétérogénéité et leur variabilité. Comprendre comment
plus de 100 milliards de cellules nerveuses communiquent entre elles au niveau des 10'° synapses qui

composent le cerveau humain, comment et quel est le signal aboutissant a leur dégénérescence...

3.1. Ce que nous a appris I’exploration non invasive du cerveau

L’entrée dans le domaine médical de physiciens et mathématiciens a permis de faire émerger
de nouvelles méthodes de détection et de représentation de ’activité et de I’anatomie cérébrales a
travers la boite cranienne. Parmi ces différentes techniques d’exploration, deux techniques de neuro-
imagerie moderne ont permis de faire des avancées notables et d’explorer davantage les démences, et
notamment la maladie d’Alzheimer: L’Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) et la

Tomographie par Emission de Positons (TEP).

3.1.1. L’Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM)

A ce jour, le seul diagnostic de certitude de la maladie d’ Alzheimer est réalisé post mortem par
biopsie et histologie, et le diagnostic du vivant du malade reste encore complexe. Ainsi les techniques
d’imagerie modernes ont été mises au service de la détection clinique de la maladie d’Alzheimer en
proposant de nouveaux critéres diagnostiques basés sur des biomarqueurs repérables en neuro-

imagerie, (Trombella et al., 2016).

La découverte du phénomeéne de résonnance magnétique nucléaire et son utilisation pour la
réalisation d’images anatomiques a permis d’obtenir pour la premiére fois des images du systéme
nerveux central d’une trés grande résolution anatomique. Sous I’effet d’un champ magnétique Bo
constant, une onde radio émise a la fréquence propre de 1’hydrogeéne entraine le basculement des spins
des atomes d’hydrogeéne de I’eau composant la matiere. Les spins basculent d’une position de basse
énergie (position paralléle au champ magnétique constant) a une position de haute énergie (position

antiparalléle), et se synchronisent. A I’arrét de 1’émission de 1’onde radio, les spins des protons
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retournent a leur équilibre initial, en restituant I’énergie accumulée pendant la synchronisation sous la
forme d’une onde radiofréquence qu’une antenne située dans I’IRM peut capter et localiser grace a
gradient de champ magnétique. Le temps de retour des spins a leur orientation d’équilibre est appelé
temps de relaxation. Cette phase de relaxation se décompose en deux phénomenes : la relaxation
longitudinale T1 et la relaxation transversale T2. Chaque tissu posseéde une valeur T1 et une valeur T2
qui lui sont propres, ce qui permet d’interpréter le signal en un gradient de contraste entre les

différentes zones cérébrales, et in fine de reconstruire les images anatomiques.

L’IRM s’est trés vite imposée en neuro-imagerie en proposant des images cérébrales d’une trés
grande résolution anatomique grace a la réalisation de plusieurs plans de coupe sans artefacts osseux.
Elle s’est notamment imposée comme une technique clé dans le dépistage et le diagnostic différentiel
des démences, par la détection d’anomalies anatomiques plus ou moins spécifiques. Son recours est
systématique dans la suspicion de démence, et elle permet de rechercher des causes éventuellement
curables, des tumeurs, des lésions vasculaires ou hématomes, des traumatismes craniens ou des
atrophies de localisation évocatrice (« Maladie d’Alzheimer et maladie apparentées : diagnostic et

prise en charge. », 2011).

Dans le but d’améliorer la détection aux stades précoces et la prise en charge rapide des
démences, la HAS recommande dorénavant la réalisation d’une IRM lors de la suspicion de démence.
Ainsi, dans le contexte d’une atteinte des fonctions cognitives, la détection par IRM d’une atrophie
frontale et/ou temporale permet d’orienter le diagnostic vers une démence fronto-temporale, tandis que
la démence a corps de Lewy se caractérise par une relative préservation des structures lobaires mésio-
temporales. Les démences vasculaires quant a elles, se caractérisent davantage par la présence de
nombreuses petites 1ésions ischémiques lacunaires au niveau de la substance blanche des hémisphéres
cérébraux sur des séquences IRM Fluid Attenuated Inversion Recovery (FLAIR) ou T2. Pour la
maladie de Creutzfeld-Jakob, les séquences FLAIR révelent des 1ésions trés caractéristiques en
hypersignal au niveau des ganglions de la base (Tableau 3), (« L’imagerie de la maladie d’Alzheimer

en pratique clinique », 2010).
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Tableau 3 : L’imagerie par Résonance Magnétique dans les criteéres de diagnostic des déemences.

D’apreés « L’imagerie de la maladie d’Alzheimer en pratique clinique », 2010.

Démence vasculaire Infarctus de localisation stratégique ou  Critere majeur
altérations extensives et lacunes
multiples dans la matiére blanche et
les noyaux gris centraux

Démence frontotemporale Atrophie focale frontale et/ou Critere majeur
temporale
Démence a corps de Lewy Pas d’atrophie du cortex mésio- Pas un critere majeur
temporal par rapport a la malade
d’Alzheimer
Maladie de Creutzfeld-Jakob Hyperintensités en FLAIR sous- Un des criteres paracliniques pour un
corticales ou corticales diagnostic de probabilité
Maladie d’Alzheimer Atrophie mésio-temporale Un des critéres paracliniques pour un

diagnostic de probabilité

L’atrophie cérébrale étant 1’'une des conséquences de la neurodégénérescence, elle permet
d’aiguiller vers un diagnostic de maladie d’ Alzheimer. La réalisation de séquences T1, T2 et FLAIR
en routine clinique permet de détecter et de mesurer une éventuelle atrophie temporale médiale
(hippocampique), ainsi que de repérer des microsaignements pouvant témoigner d’une angiopathie
amyloide (Scheltens et al., 1992 ; Scheltens et al., 1994).

Cette atrophie temporale médiale se retrouve de fagon marquée et précoce (jusqu’a trois ans
avant le diagnostic de démence) dans la maladie d’Alzheimer et constitue un critére diagnostique
lorsque celui-ci est associ¢ a des troubles mnésiques. De plus, 1’évaluation de la gravité de cette
atrophie grace a des échelles comme I’échelle de Scheltens (ou MTA-scale pour Medial Temporal lobe
Atrophy scale) permet d’apprécier le pronostic du patient par 1’évaluation de la taille de I’hippocampe,
de I’¢élargissement de la corne temporale ventriculaire et de la fissure choroidienne (Scheltens et al.,

1994), (Figure 6).



Figure 6 : Echelle de Scheltens. Reconstructions d’imagerie par résonnance magnétique pondérées
T1, coupes coronales. D apres « L’imagerie de la maladie d’Alzheimer en pratique clinique », 2010.
Fléche bleue: Fissure choroidienne. Fleéches jaunes: Corne temporale ventriculaire.

Fleches vertes : Hippocampe.

Grade 0: Absence d'atrophie.

Grade 1: Atrophie possible ou douteuse,
élargissement de la fissure choroidienne.

Grade 2: Atrophie discrete, dilatation de la
corne temporale ventriculaire.

Grade 3: Atrophie modérée, diminution
modérée de la hauteur de la formation
hippocampique.

Grade 4 : Atrophie sévere, diminution sévere
de la hauteur de la formation hippocampique.

Bien que I’introduction des critéres DSM-IV et NINDS-AIREN (« National Institute of
Neurological Disorders and Stroke » / Association Internationale pour la Recherche et I’Enseignement
en Neurosciences) ait facilité¢ le diagnostic de la maladie d’Alzheimer, en permettant d’exclure les
autres types de démences, 1’analyse volumique en IRM de structures clés permet de proposer aux
cliniciens des critéres objectifs de diagnostic de la maladie d’Alzheimer. De tels marqueurs sont
essentiels pour la discrimination des sujets atteints de la maladie d’Alzheimer dans les essais
thérapeutiques et les études épidémiologiques. Cependant ces nouveaux critéres IRM ne sont pas
spécifiques de la maladie d’ Alzheimer, et peuvent se retrouver chez des patients 4gés sains. Ils doivent
impérativement étre replacés dans le contexte de l’évaluation cognitive et clinique pour étre

informatifs (« Maladie d’Alzheimer et maladie apparentées : diagnostic et prise en charge. », 2011).

3.1.2. La Tomographie par Emission de Positons (TEP)

L’essor de I’imagerie nucléaire, et notamment la tomographie par émission de positons ainsi

que de nombreux radiotraceurs ciblant le systéme nerveux central sont a I’origine de nombreuses
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avancées dans le domaine de la neurologie. C’est une technique d’imagerie fonctionnelle qui permet

de décrire le décours temporel de la cible spécifique du radiotraceur.

Le principe de la TEP repose sur le suivi d’un traceur spécifique d’une cible radiomarqué a
I’aide d’un isotope radioactif, injecté par voie veineuse. Cet isotope radioactif est instable et retourne
a son ¢état de stabilité en émettant un positon (antiparticule de I’¢lectron). En rencontrant un électron
cédé par un atome du corps, les deux particules, positon et électron s’annihilent presque
immédiatement. Cette annihilation se traduit par 1’émission antiparalléle de deux photons y. Une
couronne de détecteurs permet de détecter la coincidence de ces deux photons et de retrouver la
localisation de I’annihilation grace a des méthodes de calcul. La répétition des plans de coupe permet
in fine de construire une image 3D de I’activité du radiotraceur au cours du temps (Figure 7).

Etant donné la faible résolution spatiale des images TEP, la plupart des systémes combinent TEP et
imagerie anatomique (scanners X ou IRM) (Heurling et al., 2017).

La TEP est le plus souvent utilisée pour le suivi du métabolisme énergétique a 1’aide d’un
radiotraceur analogue du glucose marqué au fluor 18 (le 2-désoxy-2-['¥F]fluoro-D-glucose, ou ['*F]-
FDG). Le suivi de ce radiotraceur par imagerie TEP permet ainsi de décrire le métabolisme cérébral
régional du glucose et donc I’activité cérébrale lors des tiches cognitives, en les cartographiant. C’est
¢galement un outil trés utilisé pour le diagnostic et le suivi des tumeurs a haut métabolisme (Heurling

etal.,2017).

Figure 7 : Principe de la tomographie par émission de positons. D apres Heurling et al., 2017.
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A Dlinstar de I'IRM, I’imagerie TEP a permis de décrire les démences en localisant les
différentes altérations fonctionnelles cérébrales, et de préciser le diagnostic étiologique des démences
(maladie d’Alzheimer, démence fronto-temporale, démence vasculaire, démence a corps de Lewy,
etc.). Ces anomalies fonctionnelles préceéderaient les altérations anatomiques visibles en IRM,
(Mosconi, 2005 ; Coleman, 2005).

Elle est un outil précieux dans le diagnostic des formes atypiques de la maladie d’ Alzheimer
(sans troubles mnésiques ou sans altérations anatomiques franches de la région hippocampique). En
effet un hypométabolisme, d’abord unilatéral puis bilatéral, du cortex pariéto-temporal et cingulaire
postérieur se retrouve fréquemment chez les patients atteints de la maladie d’ Alzheimer par rapport au
sujet sain. Au cours de la progression de la maladie d’ Alzheimer, les lobes frontaux sont atteints plus
tardivement. Les ganglions de la base, le thalamus, le cervelet, les cellules souches neurales adultes,
ainsi que les cortex sensoriel et moteur ne présentent quant a eux pas d’hypométabolisme du glucose.
Ces altérations énergétiques détectées en imagerie TEP restent en cohérence avec les troubles cliniques
s’observant chez les sujets atteints de la maladie d’Alzheimer, et constituent des patterns
caractéristiques de la maladie d’ Alzheimer.

De la méme fagon, différents profils d’hypométabolisme du glucose ont pu étre mis en évidence
pour les autres causes de démence.

L’obtention par imagerie TEP et I’interprétation de ces profils d’anormalités dans le métabolisme du
glucose constituent un test diagnostic de la maladie d’ Alzheimer d’une sensibilité et d’une spécificité

de 94 % et 73 %, respectivement (Coleman, 2005).

Outre le ['®F]-FDG, de nombreux autres radiotraceurs sont utilisés pour la détection et le suivi
de la maladie d’ Alzheimer.

Les radiotraceurs ligands de 1’acétylcholinestérase, ont notamment permis d’évaluer ’activité
cholinergique cérébrale et de confirmer in vivo I’existence d’un déficit cholinergique précoce et dont
I’intensité est corrélée avec les troubles cognitifs des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer, (Mori

et al., 2012 ; Weiner et al., 2013).

D’autres radiotraceurs ont révélé un intérét majeur pour 1’imagerie in vivo de ’amyloide. Le
plus connu, le [''C]-PIB (« Pittsburgh Compound B »), permet de quantifier la charge amyloide et de
discriminer les patients atteints de la maladie d’Alzheimer précocement. Les patients atteints de la
maladie d’Alzheimer montrent en effet une rétention forte du radioligand au niveau du néocortex
(Figure 8) et les profils de fixation du ['!C]-PIB ont également pu montrer une forte corrélation avec

I’immunohistochimie du peptide amyloide (Mintun et al., 2006 ; Bacskai et al., 2007).
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Figure 8 : Images obtenues par tomographie par émission de positons du peptide amyloide. D'apres
Morietal., 2012.
L'échelle de couleur représente les valeurs de fixation normalisées (SUV) du Pittsburgh Compound-

B, ([''C]-PIB).
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Outre I’inconvénient d’injecter un produit radioactif, I’imagerie TEP trouve ses limites dans la
nécessité de disposer d’un cyclotron pour la synthése du radioélément. Cela se révéle étre d’autant
plus contraignant pour les protocoles cliniques que les isotopes posseédent une période courte (pour le

1C, le temps de demi-vie est de 20 minutes, celui du '*F est de 110 minutes).

L’imagerie TEP-['®F]-FDG constitue un outil complémentaire au diagnostic de la maladie d’ Alzheimer
et des démences en général, lorsque les autres techniques d’évaluation n’ont pas été informatives.
L’imagerie TEP-["'C]-PIB pour le suivi des plaques amyloides, et TEP-["*F]-DPA714 (N-diethyl-2-
[4-(2-fluoroethoxy)phenyl]-5,7-dimethylpyrazolo[1,5-a]pyrimidine-3-acetamide) pour le suivi de
I’activation microgliale sont deux techniques encore peu utilisées en routine clinique mais dont
I’intérét est croissant dans 1’étude de la pathogénie de la maladie d’ Alzheimer et dans I’étude du suivi
et de I’efficacité des essais thérapeutiques, ainsi que pour la discrimination et le classement des sujets
participant a des essais cliniques, ou dans le domaine préclinique (Dubois, 2009 ; « Maladie

d’Alzheimer et maladie apparentées : diagnostic et prise en charge. », 2011).
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3.2. L’apport des modéles animaux dans la maladie d’Alzheimer

Le développement d’animaux modé¢les de la maladie d’ Alzheimer se réalise parallélement et
étroitement avec I’amélioration des connaissances de la maladie. L’ensemble des observations
pathologiques réalisées en clinique ou post mortem sur des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer
permet de reproduire ces mémes anomalies chez I’animal afin d’élaborer un mod¢le pertinent et fidele
a la maladie. Trois critéres doivent étre respectés pour obtenir un modele animal représentatif de la
maladie : la validité apparente (les anomalies cellulaires et cliniques doivent correspondre entre
I’animal et ’homme), la validité de construction (les mécanismes pathogéniques sont les mémes que
dans la maladie humaine) et la validité prédictive (les conclusions tirées du mod¢le sont transposables
a I’homme), (Denayer et al., 2014).

En ce qui concerne la construction de ces animaux modéles de la maladie d’ Alzheimer, ils sont
pour la plupart transgéniques grace a I’introduction dans le génome animal des génes humains mutés,
qui ont été identifiés dans les formes familiales de la maladie d’Alzheimer. Cette construction, bien
que majoritaire ne satisfait pas pleinement les critéres de validité de construction, étant donné que
seulement 1 % des formes de maladie d’ Alzheimer sont d’origine génétique.

Une importante part de la recherche en neurosciences porte sur la création et la caractérisation
d’animaux modeles des maladies neurodégénératives, qui se révelent indispensables pour I’étude et
I’évaluation des fonctions supérieures et de leur dysfonctionnement.

La reproduction de I’amyloidose et la tauopathie chez le modele animal a été une étape clé dans
la compréhension des mécanismes responsables des altérations fonctionnelles observées dans la
maladie d’ Alzheimer. Les mode¢les animaux ont ainsi rendu possible, en particulier en ce qui concerne
la maladie d’Alzheimer, ’exploration des différentes hypothéses étiologiques, de décrire la
pathogénie, et de valider au stade préclinique de nouvelles approches thérapeutiques (Gotz et al.,
2018).

Depuis plusieurs décennies, les animaux modeles de la maladie d’ Alzheimer, majoritairement
des rongeurs, ont permis de faire des avancées scientifiques considérables, notamment en ce qui
concerne 1’implication fonctionnelle des protéines AP et tau sur les neurones, ce qui ne pouvait
jusqu’alors pas étre exploré du vivant des sujets atteints de la maladie d’ Alzheimer.

L’origine de la toxicité des protéines tau et AP a toujours été sujet a controverse. La
reproduction des lésions amyloide et tau chez les rongeurs ont permis d’apporter des éléments de
réponse en ce qui concerne leur lien plus ou moins direct avec la pathogénie et les signes cliniques de

la maladie d’Alzheimer. La réalisation d’études biochimiques, génomiques, d’immunohistochimie et
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des tests comportementaux a finalement permis d’apporter des nouveaux éléments de consensus sur la
toxicité des formes oligomériques, et non plus des formes fibrillaires (Polanco et al., 2017).
Cependant, I’implication spécifique d’une espece particuliére d’AP ou de tau par rapport a une

autre n’est pas encore établie, ni quelle doit étre la cible thérapeutique privilégiée (Gotz et al., 2018).

L’origine de la toxicité d’ AP ou de tau a été en partie élucidée a 1’aide des modeles animaux
par l’identification de nombreuses modifications post-traductionnelles s’opérant sur ces deux
protéines. En particulier, la cartographie des sites spécifiques d’hyperphosphorylation de la protéine
tau, ainsi que ’essai de plusieurs inhibiteurs de kinases et des activateurs de protéases ont ouvert de
nouvelles voies thérapeutiques.

Il est également apparu que la phosphorylation n’était pas la seule modification post-
traductionnelle critique pour la toxicité de tau, et que les acétylations ainsi que des troncatures post-
traductionnelles étaient également impliquées dans la pathogénie de la maladie d’ Alzheimer (Tracy et
al., 2016 ; Ozcelik et al., 2016). Notamment, la pyroglutamylation d’Af est a ’origine d’une
neurodégénérescence qui est associée a des altérations des fonctions cognitives (Alexandru et al.,

2011).

Les arguments génétiques de la théorie de la cascade amyloidogénique de Hardy ne satisfaisant
pas entierement la communauté scientifique, 1’étude des animaux modeles de la maladie d’ Alzheimer
a permis de se pencher sur I’interaction AB/protéine tau. Il a ainsi été permis de montrer que la protéine
tau phosphorylée était relocalisée depuis la terminaison axonale vers le soma des neurones a la faveur
d’une altération du segment initial axonal (Li et al., 2011), alors méme que cette altération
fonctionnelle est médiée par les plaques AP (Marin ef al., 2016). Bien que le rdle pathologique de tau
dans la toxicité des peptides AP ait été mis en évidence (Ittner et al., 2010), une étude plus récente a
permis d’identifier un site spécifique de phosphorylation T205 qui serait protecteur et diminuerait la
toxicité des peptides AP au sein du modele souris APP23 (Ittner et al., 2016). De plus, il a dorénavant
été montré que les oligoméres d’A étaient a 1’origine d’une activation des voies de signalisation de
kinases et d’une synthése de novo de protéine tau, dont les résidus sérine, thréonine, tyrosine sont
susceptibles d’étre phosphorylés (Li et Gotz, 2017). L’ensemble de ces données a permis de réorienter
davantage les stratégies thérapeutiques vers une réduction de la concentration totale de protéine tau
plutot que de la protéine tau phosphorylée.

Enfin, le développement de ces méthodes expérimentales associées aux techniques de neuro-

imagerie modernes a étoffé le modele de dysfonctionnement synaptique dans la maladie d’ Alzheimer
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(en particulier cholinergique), en 1’associant également a des aberrations dans les connexions et

réseaux neuronaux (Palop et al., 2006).

La grande partie des animaux modeles de la maladie d’Alzheimer sont des modéles
génétiquement modifiés ou expérimentaux. Malheureusement, ces modeles, pour la plupart rongeurs,
ne permettent pas de reproduire toute la complexité des mécanismes moléculaires conduisant a
I’apparition d’une maladie d’Alzheimer sporadique. Méme si les modéles expérimentaux et
transgéniques sont des modeles précieux pour décrire les conséquences des mutations ou de la
surproduction des protéines impliquées dans la maladie, les modéles animaux naturels sont également
d’un grand intérét pour la confirmation des conclusions qui en sont tirées (Cummings ef al., 1996). Un
modele naturel intéressant pour I’étude de la maladie d’ Alzheimer est le chien agé atteint du syndrome
de dysfonction cognitive. De par ses ressemblances cliniques et neuropathologiques avec les
altérations qui s’operent chez le patient humain atteint de la maladie d’Alzheimer, le syndrome de
dysfonction cognitive est considéré comme 1’équivalent canin de la maladie d’Alzheimer. En plus de
montrer une trés grande motivation pour les récompenses alimentaires lors de la réalisation des tests
cognitifs, le modele canin, par son statut d’animal de compagnie, présente le méme mode de vie,
environnement et souvent la méme alimentation que son maitre et refléte ainsi la diversité et la
complexité des multiples facteurs conduisant a une maladie d’Alzheimer sporadique (Schiitt ef al.,
2016). Le modele canin présente de nombreuses altérations communes avec la maladie d’ Alzheimer,
comme des dépots extracellulaires d’amyloide, mais ne présente pas de tauopathie. Bien que la
majorité des études portant sur le syndrome canin de dysfonctionnement cognitif aient permis de
confirmer une corrélation positive entre la charge amyloide et le déficit cognitif, d’autres méthodes de
quantification de I’amyloide n’ont pas montré d’association avec le déclin cognitif, suggérant que dans
ce modele naturel, et comme chez ’homme atteint de la maladie d’Alzheimer, 1’affection amyloide

n’est pas seule responsable des altérations cognitives (Schiitt ez al., 2016).

Bien que la compréhension de la maladie d’Alzheimer soit parcellaire, 1’effort scientifique et
les initiatives internationales comme le projet MODEL-AD du Jackson Laboratory ont, a I’aide d’une
multitude de modéles animaux multiplié les données, générant un savoir considérable sur la maladie
d’Alzheimer. La richesse et la variabilit¢ des animaux modéles d’Alzheimer, qu’ils soient
transgéniques ou non, peuvent étre également source d’information. Les traitements de données de
grande envergure sur I’ensemble des données acquises sur les différents modeles sont en plein essor

et permettent de faire émerger de nouveaux profils de similitudes/anomalies dans les mécanismes
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pathologiques de la maladie, en faisant ressortir les points critiques et potentiellement transposables a

I’homme (Matarin et al., 2015 ; Gaiteri et al., 2016).

La maladie d’Alzheimer étant une maladie typiquement humaine, aucun mod¢le animal ne la
reproduit parfaitement. Chaque modele posséde ses caractéristiques propres et répond a une question
donnée du chercheur. Méme si les anomalies cellulaires (amyloidose et tauopathie) restent assez bien
reproduites chez 1’animal, ainsi que les altérations cognitives associées, le plus dur reste de reproduire
correctement tous les aspects du vieillissement des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer sur des
especes animales dont 1’espérance de vie est considérablement plus courte que la nétre. Lorsque ces
limitations sont prises en compte, les données inférées des modeles animaux sont exceptionnellement

riches d’informations (G6tz et al., 2018).

4.Etat actuel des thérapies anti-Alzheimer

4.1. Traitements issus de ’hypothése cholinergique

Plusieurs points de la genése et de la progression de la maladie d’ Alzheimer ne sont pas encore
compris dans leur globalité. Les lésions s’opérant au cours de la maladie sont responsables d’une
sévere neurodégénéréscence des hippocampes et du cortex notamment, et conduisent a 1’apparition

des symptomes de démence (Masters ef al., 2015).

La découverte d’un déficit cholinergique majeur chez les patients atteints de la maladie
d’Alzheimer, conséquence d’une diminution de I’enzyme responsable de la synthése de
I’acétylcholine, la choline acétyltransférase, a permis 1’élaboration de thérapies dites « de
remplacement ». Cette découverte, en lien avec les roles de 1’acétylcholine dans I’apprentissage et la
mémoire a permis de faire émerger « I’hypothése cholinergique de la maladie d’Alzheimer », selon
laquelle la dégénérescence des neurones du prosencéphale basal, riche de neurones cholinergiques,
provoque une réduction de la neurotransmission cholinergique au niveau du cortex cérébral qui est a
I’origine des troubles cognitifs et mnésiques observés dans la maladie d’Alzheimer (Francis et al.,

1999).

Les inhibiteurs de la cholinestérase, qui permettent d’antagoniser les effets amnésiants obtenus
par des antagonistes des récepteurs cholinergiques, sont alors apparus comme de potentiels traitements

pharmacologiques des altérations cognitives des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer.
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Parmi eux, le donépézil, la rivastigmine et la galantamine sont les plus utilisés. Ces traitements
sont symptomatologiques et sont destinés principalement aux patients ayant recu un diagnostic de
maladie d’Alzheimer 1égére a modérée. L’étude de Birks a permis d’étudier I’efficacité de ces trois
molécules sur la symptomatologie de la maladie d’Alzheimer par 1’analyse de 13 essais cliniques
d’Europe, d’Amérique du Nord et d’ Australie, sur une durée minimale de traitement de 6 mois (Birks,
2006). Ainsi, les individus atteints de la maladie d’Alzheimer traités par les inhibiteurs de
cholinestérases ont révélé en moyenne une amélioration des fonctions cognitives avec un gain de 1,4
points sur 1’échelle du MMSE de Folstein, comparativement aux individus ayant recu un placebo. De
plus, 7 % d’entre eux présentaient une amélioration de leur état clinique général. Cependant, 15 % des
sujets traités par les inhibiteurs de la cholinestérase présentaient des effets secondaires de type
vomissement/diarrhée, et 10 % des sujets traités ont interrompu le traitement en raison des effets

secondaires mentionnés.

Cependant, lors de la Réévaluation du Service Médical Rendu par la HAS en octobre 2016, la HAS
a donné son approbation quant au déremboursement de ces inhibiteurs de la cholinestérase, concluant
que leur intérét clinique était insuffisant, et que « ces médicaments n’avaient plus leur place dans le

traitement de la maladie d’ Alzheimer », compte tenu de :

-« I’absence de pertinence clinique des effets symptomatiques de ces médicaments,

- I’absence de démonstration d’efficacité sur les troubles du comportement, la qualité de vie, le
délai d’entrée en institution, la mortalité, I’évolution de la maladie, la charge de la maladie sur
les aidants,

- de leur profil de tolérance,

- durisque élevé d’interactions médicamenteuses chez les sujets agés. » (« Synthese d’avis de la

Commission de la transparence, Haute Autorité de Santé », 2016)
4.2. Traitements issus de ’hypothése amyloidogénique

La compréhension des mécanismes impliqués dans I’agrégation des peptides AP et dans leur
toxicité constitue un enjeu majeur dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques
modificatrices de la maladie (ou « disease modifying therapies ») (Aisen, 2009 ; Aleksis et al., 2017).
En effet, contrairement aux thérapies cholinergiques qui sont symptomatologiques et palliatives, la
recherche moderne se concentre davantage sur le développement de stratégies thérapeutiques anti-
Alzheimer centrées sur I’hypothése de la cascade amyloide, qui attribue un role pathologique central

aux peptides AP et a leur agrégation. De nombreuses approches thérapeutiques ont pu étre développées
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afin d’intervenir a différents niveaux de la cascade amyloide. La grande majorité des thérapies anti-
Alzheimer peuvent ainsi étre regroupées en plusieurs stratégies thérapeutiques (Loera-Valencia et al.,

2018 ; Cappa, 2018).

- Celles visant a contrer les effets des génes causaux de la maladie d’ Alzheimer, comme I’ARN
interférence anti-APP,

- Celles visant a intervenir sur les enzymes impliquées dans le clivage de I’APP et la génération
des peptides AP, principalement des inhibiteurs des - et y-sécrétases, ou plus rarement des
catalyseurs de I’a-sécrétase,

- Celles visant a favoriser la clairance amyloide : c’est la stratégie thérapeutique majoritaire, par
exemple par immunisation passive (anticorps monoclonaux anti-Af) ou active (vaccins anti-
AB),

- Celles visant a juguler la neuro-inflammation,

- Celles qui promeuvent la neuroprotection,

- Ou encore les stratégies anti-tau.

Des échecs de grande ampleur en essais cliniques ont poussé¢ le monde de la recherche a
reconsidérer les cibles thérapeutiques visées auparavant, mais aussi les voies d’administration et les
technologies employées. En effet, dans le cas des immunothérapies, méme si les anticorps anti-Af}
arrivent a passer la BHE, seuls trés peu d’entre eux y parviennent (entre 0,1 et 2 % de la dose
effectivement injectée) (Miller et O’Callaghan, 2017).

Le développement de molécules thérapeutiques est dorénavant intégré dans un systéme
multimodal tenant compte de 1’interaction complexe entre neurones, astrocytes, cellules microgliales
et cellules endothéliales vasculaires.

Cette réalité thérapeutique a amené a repenser les thérapies anti-Alzheimer actuelles, en

motivant un nouvel axe de recherche thérapeutique : la modulation de la BHE.

Plus de 25 ans aprés la théorie de la cascade amyloide de Hardy, la maladie d’ Alzheimer n’est
plus uniquement réduite a une affection AP, mais s’intégre dans un vaste ensemble de troubles
multiples. Notamment, des altérations des réponses neuro-inflammatoires ont été identifiés comme des
signes précoces de la maladie d’ Alzheimer. La neuro-inflammation apparait étre précoce et inductrice
des l1ésions caractéristiques de la maladie d’ Alzheimer, en effet, les individus exposés a des traitements
anti-inflammatoires non stéroidiens auraient moins de risques de développer la maladie d’ Alzheimer

(Balducci et Forloni, 2018).
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DEUXIEME PARTIE : NEURO-
INFLAMMATION ET MALADIE
D’ALZHEIMER
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1. Caractéristiques générales de la neuro-inflammation

1.1.  Le systéme nerveux central, un territoire

immunologiquement privilégié

Le déclenchement d’une réponse immunitaire est indispensable dans I’élimination d’agents et
de composants dangereux ou dégénérescents. Cette réponse inflammatoire favorise la régénération
mais peut ¢galement causer des dommages tissulaires importants du parenchyme concerné.

Dans des territoires particulierement vulnérables comme le systéme nerveux central, ou les
cellules fonctionnelles sont hautement différenciées, les structures se régénérent mal. De plus, les
neurones sont difficilement remplagables et ont un pouvoir de régénération faible.

Plutot que le déclenchement d’une réponse neuro-inflammatoire conduisant a 1’élimination de
tous les neurones infectés, la modulation de la neuro-inflammation a été une stratégie évolutive

efficace dans la tolérance de certains virus neurotropes, (Bechmann, 2005).

Ainsi, I’équilibre bénéfice/risque de la neuro-inflammation est hautement contrélée pour
préserver 1’intégrité du parenchyme cérébral, faisant du systéme nerveux central un site tout a fait
particulier vis-a-vis des réactions immunitaires. En 1953, Billingham et Boswell ont démontré
I’incroyable tolérance immunitaire du systéme nerveux central par la mise en évidence de la tolérance
de greffes de peau dans le cerveau de lapin, alors méme que cette greffe était rejetée lorsqu’elle était
pratiquée sur le tissu cutané. Ils ont alors proposé le terme de territoire « immunologiquement
privilégié » pour qualifier le statut immunitaire particulier du systéme nerveux central.

A D’origine, ce privilége immun fut attribué a la présence d’un drainage lymphatique cérébral
trés particulier, puis plus tard a la BHE, (Billingham et Boswell, 1953 ; Louveau et al., 2015).

Cette BHE est en effet a I’origine d’un isolement du systéme nerveux central de la circulation
périphérique, et assure un filtrage contrélé des cellules circulantes de I’'immunité de la périphérie vers

le site inflammatoire cérébral.

1.2. Définition de la neuro-inflammation

L’inflammation dite « classique » se caractérise par la détection du danger par les macrophages

et les cellules dendritiques et par I’accumulation et le recrutement depuis le flux sanguin de cellules
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immunitaires circulantes innées ou adaptatives vers le tissu concerné (Weiner et Frenkel, 2006 ;
Graeber et al., 2011).

Certaines cellules peuvent néanmoins proliférer localement, dans le tissu concerné, comme les
macrophages résidents : cellules de Kupffer dans le foie, ostéoclastes au niveau du tissu osseux,
macrophages alvéolaires pulmonaires, cellules microgliales dans le systéme nerveux central, ....

L’inflammation s’accompagne d’altérations vasculaires et parenchymateuses des tissus ainsi
que des changements dans ses capacités prolifératives. C’est cette infiltration de cellules circulantes

inflammatoires qui est a I’origine de la destruction tissulaire induite par la réponse inflammatoire.

La neuro-inflammation, quant a elle, correspond a ’activation des cellules gliales (cellules
microgliales et astrocytes), et a la libération accrue de facteurs inflammatoires dans le SNC. Elle se
caractérise davantage par I’implication de cellules immunitaires innées résidentes du systéme nerveux
central (les cellules microgliales), mais aussi les astrocytes, que par Dinfiltration de cellules
périphériques du systéme immunitaire (granulocytes, macrophages, lymphocytes).

Ainsi, certains auteurs préférent au terme « neuro-inflammation », qui doit classiquement se
référer aux caractéristiques communément admises de 1’inflammation (en particulier I’infiltration de
cellules périphériques circulantes), le terme d’« activation gliale» ; ou a défaut de « pseudo-
inflammation » du SNC car on ne peut pas a proprement parler d’« inflammation », puisqu’il n’y a pas
de recrutement de cellules périphériques du systéme immunitaire (Bechmann, 2005 ; Graeber et al.,

2011).

1.3. Protagonistes cellulaires
1.3.1. Microglie

1.3.1.1. Roles en conditions physiologiques

Les cellules microgliales sont des macrophages résidents du parenchyme cérébral présentes de
facon ubiquitaire dans tout le systéme nerveux central et représentent 10 % de la population gliale dans
I’encéphale (Weiner et Frenkel, 2006). Elles sont originaires de la lignée monocytes/macrophages et
possedent une communauté antigénique, ainsi qu’un grand nombre de marqueurs et de propriétés en
commun avec les cellules immunitaires périphériques issues de la lignée monocytes/macrophages. En
effet, des anticorps monoclonaux dirigés contre la microglie reconnaissent également des macrophages

périphériques.
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Les cellules microgliales sont trés polymorphes et présentent ainsi plusieurs phénotypes
dépendant de I’environnement dans lequel elles se trouvent (Tritsch et al., 1999).

Les cellules microgliales peuvent se présenter sous deux états dont la morphologie est
caractéristique : un état quiescent dit « au repos » qui présente une morphologie ramifiée et un état
« activé » présentant une morphologie amiboide. Ces variations morphologiques s’accompagnent de
variations fonctionnelles selon 1’état d’activation de la microglie (capacité de phagocytose et de
migration, expression de marqueurs spécifiques).

En conditions physiologiques, la microglie est de morphologie ramifiée (en repos) et présente
de nombreux prolongements cytoplasmiques le long des faisceaux nerveux.

De par leur capacité de phagocytose, leurs multiples prolongements, leur répartition ubiquitaire
et leur nombre important, les cellules microgliales sont les sentinelles du SNC. Ce phénotype peu
activé est maintenu grace a des facteurs solubles sécrétés par les neurones avec qui elles sont en contact
étroit.

Dans leur état « de repos » les cellules microgliales assurent le support trophique des neurones,
favorisent la remy¢élinisation et 1’oligodendrogenése et peuvent €liminer les cellules apoptotiques
(Tritsch et al., 1999).

Elles ¢liminent les substances étrangeéres qui pourraient s’introduire dans le parenchyme
cérébral, et leur activation, déclenchée par une agression est a I’origine d’une réponse inflammatoire
par la sécrétion de marqueurs spécifiques de 1’inflammation, de molécules nécessaires a la présentation
d’antigéne et I’expression d’un répertoire de protéines membranaires spécifiques les rendant plus

sensibles aux variations fines (homéostasie ionique notamment), précédant les altérations tissulaires.

1.3.1.2. Activation microgliale et inflammation

Bien que le parenchyme cérébral présente un « privilége immun », des réactions neuro-
inflammatoires ont quand méme lieu dans le SNC. En conditions infectieuses, inflammatoires ou lors
de dégénérescence, les cellules microgliales se trouvent dans un état activé et sont effectrices de la
réponse immunitaire dans le SNC: la microglie devient en effet présentatrice d’antigéne par

I’expression a sa surface du CMH classe II (Streit et al., 1999).

L’activation microgliale apparait lors de la détection par des récepteurs microgliaux, les PRR
("Pattern Recognition Receptors") de profils moléculaires extrémement variés associés a des
pathogenes : les PAMP ("Pathogen Associated Molecular Patterns") ou associés a des situations de

danger, les DAMP ("Danger Associated Molecular Patterns"). La microglie peut étre également
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activée indirectement par des cytokines. Les agrégats d’ AP, considérés comme matériels « étrangers »

par la microglie, déclenchent aussi leur activation (Weiner et Frenkel, 2006).

Lorsque la microglie est activée, sa capacité de phagocytose est augmentée. Ainsi, elle a un
role essentiel dans la phagocytose des micro-organismes, et de leur présentation antigénique via le
CMH, dans la phagocytose des débris cellulaires qui pourraient étre déléteres, et a un role dans la
réparation tissulaire apreés lésion. Elle est également responsable de la sécrétion de facteurs
neurotrophiques comme le BDNF (« Brain-Derived Neurotrophic Factor »), les neurotrophines et le
TGEF-1 (« Transforming Growth Factor »).

La microglie activée libére des protéases, des dérivés de I’acide arachidonique, du glutamate
(al’origine d’une excito-toxicité), des cytokines anti- et pro-inflammatoires (respectivement 1L-4, IL1-
0, IL-13 et IL-1pB, IL-6, TNFa), des facteurs chimioattractants, des facteurs cytotoxiques comme le
monoxyde d’azote (NO) et des radicaux libres neurotoxiques (Tritsch ez al., 1999 ; Weiner et Frenkel,
2006).

L’ensemble de ces répertoires d’expression protéique a la surface et de molécules relarguées,
ainsi que leur équilibre sont a 1’origine d’un phénotype particulier de la microglie, lorsque celle-ci est
activée, et détermine si I’intervention microgliale est bénéfique (profil M1) ou délétére (profil M2).
En effet, dans certaines conditions neuro-inflammatoires, notamment dans de nombreuses affections
du SNC, lorsque leurs capacités phagocytaires sont dépassées, les cellules microgliales peuvent étre a
I’origine d’une exacerbation de I’inflammation par la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires et

neurotoxiques.

Une fois I’inflammation jugulée, les cellules microgliales quittent leur état d’activation et
retournent vers leur morphologie de repos. Au cours d’une inflammation chronique, et du
vieillissement normal, la microglie effectue de moins en moins efficacement ce retour a I’état de repos,

conduisant progressivement, avec 1’age, a la mise en place d’un état neuro-inflammatoire.

1.3.2. Astrocytes

Les astrocytes sont des cellules gliales du SNC remarquables par leur forme étoilée. Cette
morphologie est trés variable selon leur stade de développement, de la région du SNC, ou des
conditions physiopathologiques rencontrées. Les astrocytes présentent un petit corps cellulaire (de 5 a
10 um) doté de multiples prolongements cytoplasmiques se terminant par des « pieds astrocytaires »

qui sont des zones de contact élargies avec les neurones, les cellules endothéliales des capillaires
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sanguins, les oligodendrocytes, les cellules microgliales et les autres astrocytes. Les astrocytes sont
ainsi le carrefour obligé des différents types cellulaires du SNC (Tritsch et al., 1999 ; Liddelow et al.,
2017).

Les astrocytes ont un rdle de soutien trophique et énergétique des neurones, de maintien de
I’homéostasie extracellulaire (notamment en potassium et en eau), dans la neurotransmission par la
recapture et le recyclage de neurotransmetteurs, la neuroplasticité par son role dans la formation, la
maturation et I’élimination des synapses et dispose de facultés anti-oxydantes.

Ils agissent de plus en synergie avec les cellules microgliales par la sécrétion de cytokines pro-
et anti-inflammatoires, la modulation de la présentation antigénique et avec les cellules endothéliales

vasculaires en assurant 1’établissement et le maintien de la BHE (Tritsch et al., 1999).

La position centrale des astrocytes dans le SNC se traduit par un changement phénotypique
lorsque le tissu cérébral est sujet a une agression et/ou lésion. Les astrocytes passent alors d’un état
« non réactif » a un état « réactif » se caractérisant par une succession d’altérations morphologiques et
fonctionnelles. Cette transformation porte le nom de gliose réactionnelle ou astrogliose. Un des
marqueurs immunohistologiques le plus utilis¢ de la réactivité astrocytaire est la protéine gliofibrillaire
GFAP qui est un filament intermédiaire de 1’astrocyte surexprimé au cours de 1’activation astrocytaire

(Pekny et al., 2014 ; Brenner, 2014).

Cette gliose réactionnelle se produit dans n’importe quelle région cérébrale et est une réponse
trés conservée dans I’évolution. Elle s’initie trés rapidement et peut se maintenir plusieurs années
durant. Deux voies majoritaires menent a cette gliose réactionnelle : via I’activation de la microglie ou
via une activité électrique exacerbée des cellules neuronales et la libération accrue du glutamate
(Liddelow et al., 2017).

De multiples changements fonctionnels accompagnant cette réactivité astrocytaire ont été
identifiés, sans pour autant que leurs effets bénéfiques ou déléteéres soient élucidés : déficit dans
I’homéostasie glutamatergique et potassique, libération de gliotransmetteurs, altération de la
détoxification des formes réactives de 1’oxygeéne, de la libération des molécules trophiques et du

cholestérol.
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2.La neuro-inflammation dans la maladie

d’Alzheimer

2.1.  Implication des cellules gliales dans la maladie

d’Alzheimer

Dans la maladie d’Alzheimer, les dépdts d’ AP sont a 1’origine d’une activation des cellules de
I’immunité innée. Les images immunohistologiques montrent d’ailleurs la co-localisation et 1’étroite
association des plaques séniles, et des cellules microgliales et astrocytes activés (Leinenga et Gotz,

2015 ; Heneka et al., 2015).

En réponse aux dépdts d’AP, les cellules microgliales activées surexpriment différentes
protéines de surface comme le CMH II, CD11b, les récepteurs scavengers, et produisent des cytokines
pro-inflammatoires IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12 et TNF. Par la modification de leur arsenal protéique, les
cellules microgliales acquicrent de nouvelles propriétés, comme une amélioration de leur capacité de
phagocytose par la surexpression de récepteurs scavengers impliqués dans la neutralisation de matériel
étranger ou acquérir des propriétés neurotoxiques par 1’augmentation de leur production de formes

réactives de 1’oxygene.

En conditions physiologiques, le peptide AP est éliminé sans troubles par les effecteurs de
I’immunité innée cérébrale. En effet, les cellules microgliales reconnaissent ces peptides AP grace a
leurs récepteurs comme les TLR2/TLR4 (Toll Like Receptor), LRP1 (LDL Receptor-related Protein
1) et RAGE (Receptor for Advanced Glycation End products) qui sont exprimés a leur surface, (Wang
et al., 2016). L’activation gliale est ¢galement a I’origine d’une sécrétion par la glie et les neurones
d’endopeptidases dans le milieu extracellulaire assurant la dégradation des peptides AP : Insulin
Degrading Enzyme (IDE), Endothelin Converting Enzyme (ECE), néprilysine (Nalivaeva et al., 2014).

Un « filtrage » des peptides AP a travers la BHE et le drainage des peptides AP dans le LCS

permettent également de réduire la charge amyloide du parenchyme cérébral vers le sang ou le LCS.

L’augmentation progressive de I’ AP au-dela d’un seuil ou les cellules microgliales ne sont plus
capables d’assurer la clairance des plaques est une des hypothéses privilégiées sur la pathogenése de

la maladie d’Alzheimer. Cependant, ’activation des cellules microgliales par I’AB et leur switch
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phénotypique vers un phénotype neurotoxique peut également avoir un rdle pathologique dans les

stades précoces de la maladie (Weiner et Frenkel, 2006).

En effet, au fur et & mesure de la progression de la maladie, la microglie semble perdre sa
capacité bénéfique de clairance de I’amyloide tandis qu’elle acquiert progressivement un phénotype

toxique par activation chronique et une production continue de médiateurs pro-inflammatoires.

Les roles attribués a la neuro-inflammation sont nombreux et contradictoires dans la
pathogenése des plaques amyloides et de la dégénérescence neurofibrillaire, (Heneka et al., 2015).
Dans une étude de 2016, Hamelin ef al. ont suivi ’activation microgliale par imagerie TEP d’un
radioligand de I’activation microgliale. Cette activation microgliale apparaissait précocement, avant
les premiers signes de la maladie, et était corrélée positivement a une progression plus lente de la
maladie. Cette activation microgliale jouerait ainsi un réle protecteur sur son apparition. Cette étude
n'exclut pas que cette inflammation puisse néanmoins €tre néfaste dans des stades plus avancés de la

maladie (Hamelin ef al., 2016).

En effet, plusieurs études supportent I’hypothése selon laquelle 1’activation microgliale serait
a Dorigine d’une clairance des plaques amyloides, cependant, le switch qui s’opére entre cet état
microglial bénéfique vers un état neurotoxique n’est pas encore bien compris et pourrait étre le point
pathogénique clé dans la mise en place d’une immunothérapie anti-amyloide (Figure 9) (Salter et

Stevens, 2017).

Figure 9 : : Etats fonctionnels sain et délétére de la microglie. D apreés (Salter et Stevens, 2017).
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Il est cependant clair que la microglie n’intervient pas seule dans le processus pathologique.
Les astrocytes notamment, par leur position de médiateurs dans la plupart des processus
neurobiologiques, sont des interlocuteurs majeurs des cellules microgliales, et I’interaction de ces deux
protagonistes est indissociable de 1’activation gliale.

L’astrogliose est une manifestation pathologique de la maladie d’Alzheimer en réponse a
I’accumulation d’A et a la mort neuronale et synaptique. Cette astrogliose (que I’on peut suivre a
I’aide du marqueur astrocytaire GFAP en immunohistochimie), apparait notamment autour des dépots
amyloides. Les astrocytes, a la différence des cellules microgliales sont capables de migrer jusqu’aux
plaques amyloides guidés par des chémokines comme la CCL2 et la CCL3 sécrétées par les cellules
microgliales activées localisées autour des plaques. Le role de ces astrocytes recrutés autour des
plaques est complexe, puisqu’ils participent a la fois a la clairance amyloide (en modulant la

phagocytose des plaques par les cellules microgliales) et a la neurotoxicité (DeWitt et al., 1998).

Les astrocytes, comme les cellules microgliales présentent de multiples phénotypes dont la
fonctionnalité et les propriétés sont variées. Il est probable que certains phénotypes disposent de
propriétés bénéfiques ou déléteres dans la maladie suivant le phénotype considéré.

Sur ce courant de pensée, Liddelow et son équipe ont pu mettre en évidence I’induction par la
microglie activée d’un phénotype astrocytaire neurotoxique Al (par opposition au phénotype
astrocytaire protecteur A2 et par analogie a la dichotomie des macrophages type M1 pro-
inflammatoires et macrophages type M2 anti-inflammatoires). En effet, il a ét¢ montré que les cellules
microgliales activées, par la sécrétion de IL1a, TNFa, et Clq, induisaient un phénotype astrocytaire
nocif de type Al. Les astrocytes Al perdent leur capacité a promouvoir la survie et la croissance
neuronale ainsi que la fonctionnalité et la formation des synapses et la phagocytose des débris de
my¢line et des synapses (Liddelow et al., 2017).

Ces astrocytes de type Al conduiraient a la neurodégénérescence par la sécrétion d’une
neurotoxine, non identifiée encore, et par la libération de composants du complément responsables de
la dégénérescence des synapses.

De plus, une grande quantité d’astrocytes de type Al sont retrouvés dans les zones de
neurodégénérescence en post-mortem dans le cerveau des patients atteints de la maladie d’ Alzheimer.
Ces récentes découvertes ouvrent de nouvelles possibilités thérapeutiques dans 1’élaboration de
nouvelles drogues stoppant 1’induction du phénotype Al, ou promouvant la réversion Al vers A2

(Liddelow et al., 2017).
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Finalement, astrocytes et cellules microgliales sont deux acteurs clés de la neuro-inflammation,
mais leurs roles sont complexes et multiples et le défi demeure de soutenir davantage les cascades
immunitaires bénéfiques sans causer de dommages supplémentaires, et vice versa. Le suivi des
mécanismes neuro-inflammatoires reléve ainsi d’un enjeu majeur pour la compréhension des voies
inflammatoires empruntées mais également pour la mise au point d’une médecine de précision et de
thérapies ciblées et personnalisées pour chaque type de patients atteints de la maladie d’ Alzheimer.

Car la question demeure : quelles sont les voies empruntées par ces cellules gliales au cours de
la progression de la maladie d’ Alzheimer, et & quel moment de la maladie ?

Dans cette optique, de nombreux biomarqueurs de la neuro-inflammation ont été identifiés et exploités.

2.2. Les modulateurs de 1a neuro-inflammation dans la

maladie d’Alzheimer

Les agrégats protéiques d’AP sont détectés comme éléments étrangers et reconnus par les
récepteurs PRR présents a la surface des cellules microgliales et astrocytes. Ceci est a 1’origine du
déclenchement d’une réponse inflammatoire libérant de nombreux médiateurs inflammatoires et
pouvant contribuer a la progression de la maladie et sa gravité. Ainsi, plusieurs études ont permis de
mettre en évidence les différents protagonistes inflammatoires intervenant dans la maladie
d’Alzheimer.

Les cytokines, en premier lieu, sont les modulateurs majoritaires de la neuro-inflammation dans
la maladie d’Alzheimer. Sécrétées par les cellules microgliales et les astrocytes, elles sont a la fois
responsables des processus pro-inflammatoires comme des processus anti-inflammatoires. Elles ont
¢galement un role dans la chimioattraction d’autres protagonistes inflammatoires, et induisent la

réponse microgriale lors de dépdts d’Ap (Heneka et al., 2015).

Lors de la maladie d’Alzheimer, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1f, IL-6,
TNFa) est en effet accrue lorsque les cellules microgliales sont exposées a des agrégats d’APa4,. Cela
a notamment été montré in vitro sur des cultures de tissus cérébraux de patients Alzheimer (Lue ef al.,
2001).

De plus, les patients atteints de la maladie d’Alzheimer dont le taux dans le LCS de TNFa
(cytokine pro-inflammatoire) est le plus élevé et le taux de TGF- (cytokine anti-inflammatoire) est le
plus faible, sont plus a risque de basculer du stade de démence 1égere (mild cognitive impairment) au

stade Alzheimer (Tarkowski et al., 2003).

55



Paradoxalement a ces premicres observations, il a ét¢ montré qu’une stimulation des voies de
signalisation pro-inflammatoires (par 1’expression de la cytokine IL1-B) chez la souris APP/PSI
conduisait @ un phénomeéne neuro-inflammatoire important et plutdt bénéfique puisqu’il permettait a
la réduction des plaques amyloides (Ghosh et al., 2013). De méme, I’expression de la cytokine anti-
inflammatoire IL-4 était a I’origine d’une augmentation des dépdts d’Ap (Chakrabarty et al., 2012).
Ces observations suggerent qu’il n’existerait pas de « bonnes » ou « mauvaises » cytokines, mais
plutdt des « bonnes » et « mauvaises » voies d’activation microgliale aboutissant in fine a un

phénotype inflammatoire bénéfique versus délétere.

Les caspases sont des protéases exécutrices dont les fonctions dans la mort cellulaire
programmée et I’inflammation sont bien connues. La caspase 1 est notamment impliquée dans le
clivage et I’activation de la cytokine IL-1f en cytokine active. Ainsi, il a pu étre montré que plusieurs
caspases €taient plus ou moins directement impliquées dans la pathogénie de la maladie d’ Alzheimer.
En effet, les caspases 3/7 et 8 sont davantage activées dans les cerveaux de patients atteints de la
maladie d’Alzheimer, alors que leur knockdown, chez la souris, est a I’origine d’une diminution de
I’activation microgliale (Burguillos et al., 2011). Ces protéases sont davantage considérées comme des
cibles thérapeutiques potentielles, dont I’inhibition pourrait montrer des effets neuroprotecteurs grace

a la modulation de I’activité microgliale neurotoxique.

De fagon moins majoritaire, I’implication des facteurs du complément dans la pathogénie de la
maladie d’Alzheimer a pu étre mise en évidence. Les molécules du complément sont en effet des
acteurs majeurs de la réponse immunitaire innée. Au niveau du SNC, les molécules du complément
sont principalement sécrétées par les cellules microgliales, et dans une moindre mesure les astrocytes,
et ils seraient dans une certaine mesure impliqués dans 1’agrégation des peptides AP (Strohmeyer et

al., 2002).

Enfin, il a également été montré que certaines cytokines pouvaient activer la NO synthase
inductible des cellules microgliales et astrocytes et induire une production accrue de NO. En effet, les
patients Alzheimer présenteraient une activation de la NO synthase inductible (Vodovotz ef al., 1996),
et le knockout de la NO synthase inductible a montré des effets neuroprotecteurs chez la souris modele
de la maladie d’Alzheimer (Nathan et al., 2005). Ces taux ¢élevés de NO sont toxiques pour les

neurones et participeraient a la mort neuronale.
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Le NO est de plus responsable d’un certain nombre de modifications post-traductionnelles des
protéines, comme la nitratation et la nitrosylation. Il est notamment responsable de la nitratation du

peptide AP, ce qui augmenterait sa capacité a s’agréger et a former des plaques (Kummer et al., 2011).

L’ensemble de ces médiateurs neuro-inflammatoires identifiés dans la pathogénie de la maladie
d’Alzheimer sont responsables d’une altération de I’environnement moléculaire et cellulaire du SNC
par la perturbation des interactions intercellulaires qui maintiennent la microglie dans un état
physiologique. La question du « quand » et du « comment » reste encore un sujet brilant dans la
compréhension du réle de la neuro-inflammation dans la maladie d’Alzheimer.

La compréhension du role de la neuro-inflammation dans le SNC nécessite 1’étude du décours
temporel de I’activation microgliale aux différents stades de la maladie d’ Alzheimer. Dans 1’optique
de suivre in vivo les différents stades de I’activation microgliale et astrocytaire, de nombreux
radiotraceurs pour I’imagerie tomographique par émission de positons (TEP) ont été développés ces

derniéres dizaines d’années.

2.3.  Monitorage de la neuro-inflammation : la protéine

translocatrice 18 kDa TSPO

De nombreux biomarqueurs de la neuro-inflammation sont aujourd’hui utilisés pour mettre en
¢vidence les phénomeénes inflammatoires prenant place dans le parenchyme cérébral. Du fait de
I’isolement du parenchyme cérébral de la circulation sanguine, les biomarqueurs circulants classiques
de I’inflammation, du sérum ou du plasma (cytokines, ...), sont de moins bons candidats pour
témoigner de la neuro-inflammation. Ainsi les biomarqueurs de 1’activation microgliale et astrocytaire
sont davantage employés en recherche préclinique. On peut citer les biomarqueurs CD68, Ibal,
CDI11b, TREM2, spécifiques de 1’activation microgliale ou la GFAP pour I’activation astrocytaire.
Ces derniers correspondent pour la plupart a des marquages immunohistochimiques réalisés ex vivo

(Hopperton et al., 2018).

Des efforts considérables ont pu étre déployés dans le développement de techniques non
invasives, réalisables in vivo, afin de suivre au cours d’études longitudinales I’activation des cellules
gliales, la progression de ces maladies neuro-inflammatoires, et I’efficacité des thérapies mises en

place chez des modéles animaux et des patients atteints de maladies neurodégénératives.
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L’imagerie par TEP de la protéine translocatrice 18 kDa (TSPO) a pu ainsi s’imposer comme
un puissant outil dans la surveillance de la neuro-inflammation chez les animaux modeles et les
humains.

La protéine translocatrice 18 kDa TSPO (pour TranSlocator Protein), aussi connue sous le nom de
PBR (peripheral benzodiazepine receptor) est une protéine mitochondriale ubiquitaire formée de 5
hélices a transmembranaires et liant des drogues et le cholestérol.

La protéine translocatrice 18 kDa TSPO désigne sensu stricto le monomére du complexe PBR,
c’est-a-dire I’unité fonctionnelle minimale liant le cholestérol et les drogues. Ce complexe PBR
multimérique de 140-200 kDa est situé sur la membrane mitochondriale externe et comprend en plus
de cette unité fonctionnelle de 18 kDa (Figure 10) :

- Un canal perméable aux anions voltage dépendant VDAC (pour Voltage Dependant Anion

Chanel) de 32 kDa.

- Un translocateur de nucléotides a adénine ANT (pour Adenine Nucleotide Translocase) de

30 kDa (Papadopoulos et al., 2006).

Figure 10 : La protéine translocatrice 18 kDa TSPO. D aprés Rupprecht et al., 2010.
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Le rdle principal de la TSPO est la réalisation de la translocation du cholestérol de la membrane
mitochondriale externe vers la membrane mitochondriale interne. La TSPO est fortement présente
dans les tissus sécrétant des stéroides, comme les surrénales, les ovaires, les testicules et le placenta,
ainsi que dans les tissus a prolifération rapide. Elle est impliquée dans la stéroidogenése, dans certaines
fonctions mitochondriales et dans la prolifération cellulaire et 1’apoptose. Ses ligands naturels
comprennent I’isoquinoline, les carboxamides, benzodiazépines et ses dérivés (Damont et al., 2013 ;
Crawshaw et Robertson, 2017). En conditions normales, son expression est trés faible dans le

parenchyme cérébral.

58



De fagon plus remarquable, la TSPO, qui est exprimée au niveau des cellules gliales, est
surexprimée en conditions neuro-inflammatoires, ce qui en fait un bon candidat comme biomarqueur
de la neuro-inflammation. Des radioligands sélectifs de la protéines TSPO ont ainsi pu étre développés
et sont largement utilisés en imagerie TEP.

Le "C-(R)-PK11195 [N-méthyl-N- (1-méthylpropyl) -1- (2-chlorophényl) -isoquinoline-3-
carboxamide], a été 1'un des premiers radioligands sélectifs de TSPO ayant montré une augmentation
du taux de TSPO dans le cerveaux des patients atteints de la maladie d’Alzheimer, (Cagnin et al.,
2001).

Plusieurs autres radioligands de TSPO, traversant la BHE, ont depuis lors pu étre développés,
comme le “F-DPA-714 [N, N-diéthyl-2- (2-(4- (2- [18F] fluoroéthoxy) phényl) -5,7-
diméthylpyrazolo [1,5-a]pyrimidin-3-yl) acétamide] (James et al., 2008 ; Rupprecht ef al., 2010).

3.La barriére hémato-encéphalique : entre protection

et inaccessibilité, une nouvelle piste thérapeutique ?

3.1. Définition et structure de la barriere hémato-

encéphalique

Le cerveau est isolé du reste de I’organisme par la BHE qui contrdle étroitement les échanges

entre les compartiments sanguin et cérébral.
Au terme historique de « barriére » défini en raison de sa fonction, succede aujourd’hui le terme
« d’unité neurovasculaire », qui refléte de manicre plus juste cette structure dynamique comprenant
les péricytes, les astrocytes et les cellules endothéliales tapissant les vaisseaux sanguins cérébraux
(Tohidpour et al., 2017).

Les cellules endothéliales sont les éléments majoritaires de la BHE et sont associées en couche
unique par des jonctions serrées soutenues par une lame basale. Elles constituent une barriére physique
aux éléments circulants du sang périphérique. Les capillaires ainsi délimités sont majoritairement
continus, limitant la diffusion des différents ¢éléments. Il existe cependant de trés nombreux
phénomenes de transcytose au niveau de ces cellules endothéliales assurant la dynamique et 1’échange

de molécules de leur pole basal a leur pole apical.
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Les péricytes recouvrent une grande surface des capillaires sanguins cérébraux et sont
essentiels a I’intégrit¢ de la BHE, en assurant notamment un réle trophique auprés des cellules
endothéliales. Les péricytes participent également a la clairance des métabolites.

Au niveau de la BHE, des contacts entre les astrocytes et les cellules endothéliales s’opérent
par le biais de prolongements périvasculaires entourant les capillaires cérébraux. Les péricytes
participeraient a la mise en place de ces prolongements en les guidant vers les parois des capillaires et
en induisant leur polarisation (Figure 11).

Astrocytes et cellules microgliales sont des ¢léments clés de 1’unité neuro-vasculaire, et de

nombreuses études suggerent le réle prépondérant des astrocytes le maintien de 1’intégrité de la BHE.

Figure 11 : La barriere hémato-encéphalique ou unité neuro-vasculaire. D aprés Obermeier et al.,

2013.
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Les cellules microgliales, quant a elles, sont des cellules immunitaires résidentes du SNC et
sont situé¢es a proximité des cellules endothéliales des capillaires cérébraux. Elles interviennent avec
la BHE dans le passage des cellules immunitaires périphériques vers le parenchyme cérébral

(Daneman et Prat, 2015).
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3.2.  Role et fonctions de la barriere hémato-encéphalique

La BHE a un réle critique dans la défense immunitaire du parenchyme cérébral et dans le
filtrage des cellules immunitaires périphériques issues de la lignée monocytes/macrophages au niveau

de la BHE.

En cas d’agression, les cellules dendritiques localisées au niveau des espaces périvasculaires et
des plexus choroides vont pouvoir capter les antigénes étrangers présents dans le parenchyme cérébral
et emprunter des voies de drainage du LCS (qui joue alors le role de lymphe) jusqu’aux nceuds
lymphatiques cervicaux via 1’espace sous-arachnoidien afin d’activer les cellules T.

Une fois les cellules T activées dans les nceuds lymphatiques périphériques par les cellules
dendritiques, ces cellules T activées passent au niveau des plexus choroides vers le parenchyme
cérébral si et seulement si celui-ci présente déja un état d’activation.

En effet, cet espace arachnoidien est un sas d’entrée dans lequel se trouvent des macrophages
périphériques activés par des antigénes étrangers présents dans le parenchyme cérébral grace a un
drainage du LCS dans cet espace arachnoide. Soit les cellules T qui ont été activées par les cellules
dendritiques reconnaissent les antigénes présentés par les macrophages au niveau de I’espace
arachnoidien, et peuvent passer la BHE pour aller vers le parenchyme cérébral, soit les cellules T ne

reconnaissent pas les antigénes présentés par les macrophages et ne peuvent alors pas passer la BHE.

En plus de ce passage via I’espace arachnoidien, 1’activation et le recrutement des cellules
inflammatoires périphériques peuvent également avoir lieu au niveau de I’ethmoide et via le réseau

lymphatique méningé¢ (Saijo et Glass, 2011).

En parallele de ce role fonctionnel crucial dans I’activité immunitaire cérébrale, la BHE assure
¢galement une régulation drastique des échanges moléculaires entre le sang et le cerveau, et assure la
protection des neurones vis-a-vis des ¢éléments de la circulation sanguine. La BHE est de surcroit a
I’origine d’un maintien hautement régulé de I’homéostasie du SNC, nécessaire au bon fonctionnement
¢lectrique et moléculaire des neurones et de leurs synapses.

Elle dispose également d’un rdle central dans le métabolisme cérébral, puisqu’en raison des
besoins trés importants en énergie du cerveau, de grandes quantités de métabolites sont consommées

puis leurs déchets sont libérés et ¢liminées a travers la BHE par le biais de transports actifs.
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3.3.  Neuro-inflammation et barriére hémato-encéphalique :

implication dans la maladie d’Alzheimer

L’unité neurovasculaire constitue la plateforme exécutrice de la neuro-inflammation grace a
la coordination des cellules neuronales, gliales et endothéliales qui coopérent au sein de cette unité.
Elle permet ainsi la mise en place de mécanismes anti-inflammatoires ou pro-inflammatoires.

La production des médiateurs inflammatoires mentionnés ci-dessus (cytokines, complément,
NO, etc.) par les cellules immunitaires résidentes ou par les cellules immunitaires provenant du sang
périphérique, est a I’origine d’un déclin de I’intégrité de la BHE, ce qui participe encore davantage a
son affaiblissement et au phénomene inflammatoire en cours (Tohidpour et al., 2017).

L’altération de la BHE et sa rupture sont a I’origine d’une pénétration de composés sanguins
neurotoxiques et d’agents pathogenes, a 1’origine d’une neuro-inflammation pouvant initier des
mécanismes de neurodégénérescence. Ainsi, des altérations de la BHE sont souvent associées aux
processus pathogéniques de nombreuses maladies neurologiques, comme la maladie d’Alzheimer

(Erickson et Banks, 2013 ; Daneman et Prat, 2015).

Alors que le role essentiel de la BHE dans I’homéostasie cérébrale a été largement étudié, la
BHE suscite un nouvel intérét dans 1’étude des maladies neurodégénératives, comme la maladie
d’Alzheimer. Son role dans le métabolisme et le transport des peptides AP est aujourd’hui étudi¢ avec
plus d’attention. Les premiers résultats publiés permettent d’affirmer sans ambiguité que la BHE est
un acteur majeur dans la mise en place de la maladie et suggerent qu’elle pourrait étre une nouvelle
cible thérapeutique dans la maladie d’ Alzheimer.

En effet, il a été démontré qu’une partie des peptides AP était éliminée au niveau de 1’unité
neurovasculaire. Une altération de ces mécanismes pourrait ainsi €tre a I’origine d’une exacerbation
de I’accumulation des peptides AP et contribuer a la pathogenése de la maladie d’Alzheimer, par la
mise en place d’un cercle vicieux entre I’accumulation d’A et I’altération de la BHE (Yu Yamazaki

et Takahisa Kanekiyo, 2017).

L’altération de la BHE lors de maladies neurodégénératives demeure encore un sujet de débat,
et la nature de ses dommages dans de telles maladies reste encore a comprendre.
Plusieurs altérations de la BHE ont cependant ét¢ identifiées dans les cerveaux de patients ou de souris

atteints de la maladie d’ Alzheimer, et pourraient participer a ce cercle vicieux (Figure 12) :
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- Une diminution des protéines constituant les jonctions serrées au niveau des cellules
endothéliales de la BHE, mise en évidence post mortem sur des cerveaux humains Alzheimer
(Carrano et al., 2012) ;

- Une diminution du recouvrement des vaisseaux par les péricytes dans les cerveaux Alzheimer,
comparativement aux cerveaux sains (Sengillo et al., 2013). De plus, il a été mis en évidence
que 1’accélération des dépots AP, de I’altération de la clairance d’Aso et AP42, en plus de
I’apparition de Iésions tau, chez des souris déficientes en péricytes modeles d’amyloidose,
comparativement aux souris sans déficience en péricytes (Sagare et al., 2013) ;

- La rétraction des pieds astrocytaires au voisinage des dépdts amyloides (Merlini et al., 2011),
ainsi que la diminution de I’expression de 1’aquaporine 4 (AQP4) et sa redistribution depuis
les pieds astrocytaires jusque sur des régions plus en amont des astrocytes (en dehors de I’ unité
neurovasculaire), dans un modele souris d’amyloidose (Yang et al., 2011). Une diminution de
I’AQP4 serait a I’origine d’une altération de la clairance d’ AB4o (1liff ez al., 2012) ;

- Un amincissement de la lame basale des capillaires cérébraux des cerveaux de patients atteints
de la maladie d’ Alzheimer (Farkas et Luiten, 2001) ;

- Une diminution des protéines de transport du peptide AP du parenchyme vers le LCS, a savoir
une diminution de la protéine LRP1 sur les cellules endothéliales de 1a BHE chez les cerveaux
des patients atteints de la maladie d’Alzheimer et souris modéles d’Alzheimer (Deane et al.,
2004), une diminution du transporteur PgP chez des souris modeles d’ Alzheimer au voisinage
des plaques amyloides (Park et al., 2014), ainsi que la corrélation entre sa déficience et I’arrét

de la clairance amyloide et I’augmentation des dépots d’Ap (Cirrito, 2005).

Figure 12: Implication de la barriere hémato-encéphalique dans la maladie d'Alzheimer. D apres
Yamazaki et Kanekiyo, 2017.
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3.4. Nouveaux horizons thérapeutiques : la
perméabilisation de la barriere hémato-encéphalique par

ultrasons

Bien que le role protecteur de la BHE soit essentiel pour la viabilité du tissu cérébral, la BHE
est de plus en plus apparue comme un obstacle vis-a-vis des différentes approches thérapeutiques. En
effet, en plus de la boite cranienne qui rend impossible toute intervention extérieure non invasive, la
BHE est a I’origine d’un isolement du SNC vis-a-vis des molécules thérapeutiques administrées par
voie systémique (Miller et O’Callaghan, 2017).

De plus, comme la plupart des maladies neurodégénératives n’affectent pas 1’ensemble du
SNC, la délivrance de molécules thérapeutiques dans des régions spécifiques du SNC est hautement
invasive (injection directe, craniotomie, canulation, efc.), et les autres techniques de délivrance de
molécules sont confrontées au probléme majeur de la dilution qui s’opére dans tout le parenchyme
cérébral du fait de la distance de trajet qu’elles doivent effectuer pour parvenir jusqu’au site cible
d’intérét.

L’utilisation récente des ultrasons pour 1’ouverture de la BHE a pu apporter des solutions
techniques a ces impasses thérapeutiques pour la délivrance focalisée de molécules thérapeutiques
dans les maladies neurodégénératives (Miller et O’Callaghan, 2017).

A cette émission transcranienne d’ultrasons, est associée I’injection intraveineuse de
microbulles. Ces microbulles ont la taille d’un globule rouge (8-10um) et sont stabilisées par une
capsule lipidique et protéique empéchant leur dispersion rapide dans le sang. Les ultrasons €mis
activent alors les microbulles lorsque celles-ci rencontrent les faisceaux convergents des ondes
acoustiques émises. Ceci est a 1’origine de dilatations/contractions du cceur gazeux des microbulles
(appelées forces de cavitation), produisant un stress de cisaillement contre les parois vasculaires et
conduisant a 1’ouverture mécanique des jonctions serrées qui scellent les cellules endothéliales
composant la BHE (Miller et O’Callaghan, 2017).

L’administration conjointe de microbulles a 1’émission des ultrasons permet ainsi d’ouvrir la
BHE, et serait a I’origine d’une prolifération cellulaire et d’une neurogenése dans les hippocampes.
Ces effets pourraient étre dus a la stimulation de la sécrétion de facteurs trophiques et de croissance
comme le BDNF, VEGF, bFGF (Yoo et al., 2011 ; Scarcelli et al., 2014).

Ainsi, I’implication de la BHE dans les maladies neurodégénératives est étudiée avec un nouvel

intérét, et ’'utilisation d’ultrasons combinée a I’injection de microbulles pourrait constituer une
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nouvelle approche rapide, efficace et non invasive dans la délivrance de molécules thérapeutiques
jusqu’au cerveau dans le traitement de maladies neurodégénératives comme la maladie d’ Alzheimer
et la maladie de Parkinson. En effet, la plupart des thérapies proposées a 1’heure actuelle ne traverse
par efficacement la BHE (anticorps, génes, facteurs de croissance, cellules souches, etc.). Par exemple,
seulement 0,1 a 2 % des anticorps anti-A injectés passent la BHE. Toutefois, les succes thérapeutiques
obtenus en recherche préclinique suggerent que leur utilisation en clinique pour le traitement des
patients atteints de la maladie d’ Alzheimer pourrait ouvrir une nouvelle voie dans le développement
de stratégies thérapeutiques non invasives, alors qu’aucun traitement ne permet de guérir de la maladie

d’Alzheimer a ce jour (Miller et O’Callaghan, 2017).
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TROISIEME PARTIE : ETUDE
EXPERIMENTALE
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1. Contexte et intérét de I’étude : état de I’art

Aujourd’hui, la principale limite a I’efficacité des traitements contre les maladies du SNC
réside dans I’incapacité des molécules thérapeutiques a traverser la BHE et a atteindre le parenchyme

cérébral.

Pour résoudre cette problématique, le CEA NeuroSpin a réalisé depuis 2010, plusieurs études
reconnues sur 1’utilisation des ultrasons transcraniens pour la perméabilisation transitoire de la BHE
sans dommage tissulaire, ceci dans ’espoir de faire parvenir davantage de molécules thérapeutiques

au sein du parenchyme cérébral (Marty et al., 2012 ; Magnin et al., 2015).

En 2015, Leinenga et Gotz ont eu I’idée d’effectuer des ouvertures de la BHE par ultrasons,
non pas pour faire parvenir davantage de molécules thérapeutiques au sein du parenchyme cérébral
mais plutdt dans le but de soustraire des molécules néfastes pour le systéme nerveux, comme les
peptides AP (Leinenga et Gotz, 2015). Il est alors apparu que 1’application d’ultrasons transcraniens
chez la souris modele de la maladie d’ Alzheimer était a 1’origine d’une clairance amyloide, qui était
de plus associée a I’amélioration des performances cognitives.

Ce «nettoyage » serait lié a une activation microgliale. En 2016, par une approche
protéomique, Kovacs et al. ont pu démontrer, aprés un traitement ultrasons chez des rats sains, la
sécrétion précoce de cytokines pro-inflammatoires, potentiellement par la microglie activée qui
pourrait étre ensuite responsable d’une sécrétion un peu plus tardive de cytokines anti-inflammatoires
(Kovacs et al., 2017). Ces cytokines inflammatoires pourraient étre a [’origine des effets
thérapeutiques des ultrasons induits observés chez les modéles rongeurs de la maladie d’Alzheimer.
Ces résultats mis en perspectives avec 1’étude sur patients atteints de la maladie d’Alzheimer
d’Hamelin et al., permettent de formuler une hypothése de recherche selon laquelle il existerait un
phénomene inflammatoire bénéfique, non caractérisé encore, déclenché par la perméabilisation de la

BHE (Hamelin et al., 2016).

Au-dela de I’engouement et de 1’espoir thérapeutique que représentent ces récentes découvertes
pour les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, il est apparu indispensable de comprendre ce
mécanisme neuro-inflammatoire thérapeutique impliqué dans le nettoyage des plaques amyloides et
I’amélioration des symptomes cognitifs des rongeurs modéles de la maladie d’Alzheimer lorsqu’ils

sont traités par des perméabilisations transitoires de la BHE par ultrasons.
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L’imagerie et la quantification de cibles moléculaires impliquées dans la neuro-inflammation
sont d’un intérét considérable pour aider la compréhension mécanistique de 1’impact des ultrasons sur
le cerveau d’une manicre générale, grace notamment au suivi de différents ligands radioactifs par
I’imagerie TEP de la protéine translocatrice TSPO. En effet, la TSPO est a I’heure actuelle considérée
comme un marqueur de la neuro-inflammation puisque [’activation des cellules microgliales et
astrocytes s’accompagne en particulier d’une surexpression de la TSPO située dans les mitochondries

de ces cellules gliales (Crawshaw et Robertson, 2017 ; Chaney et al., 2018).

L’effet neuro-inflammatoire thérapeutique des ultrasons n’a a ce jour pas encore été étudié sur
des modeles de la maladie d’Alzheimer par des techniques d’imagerie réalisables in vivo au cours
d’études longitudinales.

Cet abord nouveau est une étape significative avant 1’¢laboration ultérieure d’une thérapie anti-
amyloide innovante et non invasive directement applicable chez des patients atteints de la maladie

d’ Alzheimer.

Pour la premiére fois, 1’interaction des cellules gliales et des ultrasons a ainsi été étudiée par
imagerie TEP au Service Hospitalier Frédéric Joliot, CEA Orsay, sur des animaux non transgéniques
et sur des animaux transgéniques APP/PS1 mod¢les de la maladie d’ Alzheimer traités périodiquement

par ultrasons.

2.Cadre de I’étude et problématique

2.1. Objectif de I’étude

Plusieurs études ont pu démontrer I’effet thérapeutique d’une ouverture transitoire et répétée
de la BHE par ultrasons transcraniens sur les fonctions mnésiques des souris et sur la clairance
amyloide. Des données préliminaires ont pu également montrer 1’internalisation des AP dans les
lysosomes microgliaux a la suite d’un protocole classique de 6 semaines de traitement par ultrasons
administré périodiquement (Leinenga et Gotz, 2015).

Dans un premier temps, des tests comportementaux ont été mis en place sur une premiere
cohorte d’animaux ayant subi un protocole d’ultrasons afin de mettre en évidence une potentielle

restauration des fonctions mnésiques des souris modeles de la maladie d’ Alzheimer.
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Dans un deuxiéme temps, et sur une deuxiéme cohorte d’animaux, 1’objectif de cette étude a
été¢ d’étayer et de confirmer les résultats précédemment publiés en testant 1’hypothése d’une neuro-
inflammation thérapeutique induite par les ultrasons par la réalisation d’imagerie TEP
consécutivement a chaque session d’ultrasons, afin d’apporter davantage de connaissances sur la
chronologie neuro-inflammatoire qui s’opére lors d’un traitement périodique de six semaines
d’ultrasons.

L’effet plus ou moins direct des ultrasons sur les cellules gliales et 1’effet sur la clairance
amyloide ont de plus été révélés par des autoradiographies et immunohistochimies réalisées apres
euthanasie des animaux, dans le but de localiser la cinétique TSPO dans les différentes cellules gliales
a la fin d’un traitement par ultrasons.

Conjointement, la quantification de la charge amyloide par western blot permettra d’étayer ces
résultats et de confirmer I’effet thérapeutique observé chez les souris APPswexPSlgro traitées par

ultrasons.

2.2, Choix du modéle animal : l1a souris APPswe/PSEN14g9

A ce jour, les mutations de trois génes identifiés sont considérées comme ayant un role et
participant au développement de la maladie d’Alzheimer : les génes de la préséniline 1 (PSENI ou
PS1), de la préséniline 2 (PSEN2 ou PS2), et de la protéine précurseur de 1’amyloide (4PP) situés
respectivement sur les chromosomes 14, 1, et 21.

Les produits de ces génes sont impliqués dans le clivage de I’ APP et son trafic (Miiller et Deller,
2017).

Les connaissances limitées disponibles a 1’heure actuelle sur les effets des 1ésions amyloides
ainsi que le manque d’approches thérapeutiques efficaces ont motivé la création d’un large spectre de
modeles transgéniques de ces génes identifiés dans les formes familiales de la maladie d’Alzheimer.
La création du modéle double-transgénique APPswe/PSlaro a permis d’accélérer ’apparition des
1ésions amyloides et des déficits cognitifs (Figure 13) (Jankowsky et al., 2004).

En effet, les souris simple-transgéniques 4 PPy ne développent des lésions amyloides qu’a partir de
24 mois d’age, tandis que la coexpression de PS/4ko est a ’origine de dépots d’AP dans le cortex et
I’hippocampe dés 6 mois d’age. La formation de plaque amyloide s’opére jusqu’aux 12 mois d’age du
modele (Garcia-Alloza et al., 2006), avec une astrogliose se mettant en place en parallele de ces dépots
amyloides, principalement dans le cortex. Entre § et 10 mois d’age, des pertes neuronales peuvent étre
observées autour des plaques, cependant ce modele ne présente a aucun moment de sa vie des 1€sions

tau.
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Ce modele a déja bien pu étre caractéris€ en comportement, avec des altérations des

performances cognitives a partir de 12 mois (« APPswe/PSEN1dE9 | ALZFORUM »).

Figure 13 : Caractérisation phénotypique du modele APPg./PS1ars. D’ apreés « APPswe/PSENIAEY |
ALZFORUM ».

« mo » : mois.
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L’ensemble des caractérisations phénotypiques du modele APPg./PS1ar9, et sa disponibilité
en ¢élevage et en animalerie a NeuroSpin, nous a ainsi conduit a travailler sur ce modele double

transgénique.

En raison d’un nombre d’animaux restreint, les études ont été menées sur des lots d’animaux de
sexes confondus. Néanmoins des différences entre males et femelles ont pu étre rapportées dans la
littérature (Ordonez-Gutierrez et al., 2016). Notamment, les males A PP;,./PS1ar9 développeraient plus
rapidement des Iésions AP, avec un plateau de saturation dés 9 mois d’age, alors que les femelles

atteindraient ce plateau vers 12 mois d’age.

3. Matériel et méthodes

3.1. Animaux

3.1.1. Premiére cohorte

Dix-sept souris transgéniques males et femelles APPswexPS1lqro de sexes confondus, dont 9
souris ont constitué le groupe « sham », et 8 souris le groupe traité par ultrasons, ainsi que neuf souris
WT C57Bl/6 de 12 mois d’age ont été utilisées lors de I’étude comportementale réalisée apres six

semaines de traitement ultrasons. Une fois 1’étude comportementale achevée, les animaux ont été
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euthanasiés, et ’encéphale prélevé : un hémisphere a été conservé pour mener des études
histologiques, 1’autre pour la réalisation de western blot pour la quantification de la charge amyloide.

Ces souris étaient issues de 1’¢élevage situé a NeuroSpin, et étaient tous freres et sceurs de portée.
3.1.2. Deuxiéme cohorte

Quatre souris transgéniques males et femelles APPy,./PS1ar9 et quatre souris WT C57Bl1/6 de
sexes confondus et de 9 a 10 mois ont été utilisées pour le suivi longitudinal par imagerie TEP.

Un deuxi¢me lot de 6 souris (3 souris APPsye/PSlaeo et 3 souris WT C57Bl/6) a été utilisé
comme groupe contrdle sans ultrasons, a la fin du protocole par ultrasons de 6 semaines. Ces souris
¢taient issues de I’¢élevage situ¢ a NeuroSpin, et étaient tous fréres et sceurs de portée. Une fois 1’age
requis pour 1’étude (9 a 10 mois), ces animaux ont été transférés a 1’animalerie du SHFJ. A NeuroSpin,
comme au SHFJ, les animaux étaient logés dans des cages ventilées par groupe de 2 a 4 souris, dans
des conditions de 12 h de jour et 12 h de nuit. Les cages étaient enrichies par des tunnels et morceaux
de papiers et étaient équipées d’un acces a 1’eau et a la nourriture ad libitum.

Un suivi de la masse corporelle a été réalisé périodiquement avant chaque session d’imagerie.

3.2. Design de I’étude

3.2.1. Etude comportementale

Les 17 souris transgéniques AP Pg../PS14r9 de la premiére cohorte ont subi périodiquement une
séance d’ultrasons transcraniens pendant 6 semaines. Les souris APPy,./PS14ro constituant le groupe
« sham » ont subi le méme processus (anesthésie, injection, réalisation de la trajectoire du transducteur
dans le cadre motorisé¢) mais sans délivrance effective des ultrasons par le transducteur. Neuf souris
WT C57Bl/6 ont constitué le groupe contrdle. Trois semaines apres la derniére séance d’ultrasons, les
trois groupes ont ensuite été soumis a trois tests comportementaux classiques : openfield, labyrinthe
en Y, et labyrinthe de Barnes afin d’évaluer leurs performances cognitives, anxiété et locomotion
(Figure 14).

Les animaux ont ensuite été euthanasiées et leur encéphale prélevé pour mener des analyses

histologiques et de western blot.
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Figure 14 : Protocole réalisé sur la premiere cohorte d'animaux.

US : Ultrasons, S : Semaine.
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3.2.2. Investigation longitudinale de la neuro-inflammation

Quatre souris transgéniques males et femelles APPswxPS14r9 et quatre souris WT C57B1/6 ont
subi périodiquement une séance d’ultrasons transcraniens suivie 5 jours apres d’une acquisition TEP
8F- DPA 714.

Une acquisition TEP « SO » pour « semaine 0 » a été réalisée comme mesure basale, sans
ouverture par ultrasons de la BHE. Les animaux ont ensuite été euthanasiés et leur encéphale prélevé

pour mener des analyses histologiques et de western blot (Figure 15).

Figure 15 : Protocole réalisé sur la deuxiéme cohorte d'animaux.

US : Ultrasons, S : Semaine.
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3.3. Perméabilisation de la barriére hémato-encéphalique

Les ultrasons transcraniens étaient délivrés a 1’aide d’un transducteur concave rempli d’eau
dégazée et placé sur la téte des souris. Les souris étaient préalablement rasées et du gel a ultrasons était
appliqué sur leur crane. L’ouverture centrale du transducteur était de 25 mm. La trajectoire du
transducteur était automatisée et motorisée par un systéme mécanique 3D déplagant le transducteur
suivant les axes x et y définis par la trajectoire du programme. La trajectoire comprenait trois allers-
retours rectilignes compris sur 8 mm sur 1’axe y (rostro-caudal) par 6 mm sur I’axe x (latéro-latéral),
sur une durée totale de 2 min (Figure 16). Les parametres des ultrasons délivrés étaient de P=0,6 MPa

de pression de raréfaction maximale et de F=1,5 MHz de fréquence de répétition des impulsions.
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Les souris étaient anesthésiées avec de 1’isoflurane, rasées et placées dans le lit. Le transducteur
était centré sur le crane qui était immobilisé et 50 pL. de microbulles (SonoVue®) étaient injectés par
voie intraveineuse dans le sinus rétro-orbitaire. La séquence ultrasons démarrait immédiatement apres
I’injection.

Pour le traitement des animaux « sham », les souris ont suivi les mémes étapes du protocole,
sans toutefois que les ultrasons soient effectivement émis.

L’efficacité et I’innocuité de ce protocole avait déja ét¢ validées sous IRM lors d’une précédente étude

(Marty et al., 2012 ; Magnin et al., 2015).

Figure 16 : Détails du dispositif et de la trajectoire du transducteur.

Transducteur - : 1 .

6 mm
Axe latéro-latéral

8 mm
Axe rostro-caudal

Trajectoire des moteurs

34. Etudes comportementales

3.4.1. Comportement en champ libre ou « Openfield »

L’activité locomotrice et 1’anxiété ont été évaluées par la réalisation d’un test standard de
champ libre ou plus couramment appelé « openfield ». L’openfield se composait d’une enceinte de
fond blanc de 33 cm x 33 cm ou étaient délimitées une zone centrale de 16,5 cm x 16,5 cm et une zone
périphérique (Figure 17). Trente minutes avant la réalisation de chaque test, les cages des animaux
¢taient placées dans la salle de réalisation des tests comportementaux, puis chaque animal était placé
au centre de ’openfield et I’enregistrement vidéo démarrait immédiatement. L’acquisition était

réalisée durant 15 minutes.
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Figure 17 : Détails du dispositif d’« openfield » pour souris présent a NeuroSpin.

Zone
périphérique

Zone
centrale

Open Field test

3.4.2. Comportement en labyrinthe en Y ou « Y maze »

Le labyrinthe en Y, ou test d’alternance spontanée, est un test comportemental permettant
d’évaluer la mémoire spatiale ainsi que la mémoire a court terme en exploitant la tendance exploratrice
naturelle des rongeurs. Le test d’alternance spontanée a ét¢é mené dans un labyrinthe en Y formé de
trois bras de 8 par 40 cm (« Bras de départ », « Ancien bras », « Nouveau bras »), et des indices visuels
ont été placés sur les murs (Figure 18).

Les souris étaient placées dans le bras de départ (« Bras de départ ») pendant 10 minutes durant
lesquelles elles ont eu la possibilité d’explorer qu’un seul bras supplémentaire (« Ancien bras »). Elles
étaient ensuite replacées dans leurs cages respectives pendant une heure. A la fin du délai, les souris
étaient replacées dans le labyrinthe et le 3™ bras était alors accessible (« Nouveau bras »). Les entrées
successives au sein des différents bras étaient enregistrées par une caméra sur 5 minutes. Une
alternance spontanée correcte est définie par I’entrée du premier bras (« Ancien bras ») suivie du

deuxiéme bras (« Nouveau bras »).

Figure 18 : Détails du labyrinthe en Y pour souris présent a NeuroSpin.

Ancien bras

Nouveau bras

Bras de départ

Y maze test
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3.4.3. Comportement en Labyrinthe de Barnes ou « Barnes

mazge »

Le test du labyrinthe de Barnes est un test comportemental évaluant la mémoire et
I’apprentissage spatial de référence. C’est une tdche comportementale dépendante de 1’hippocampe.
Le labyrinthe se composait d’une plateforme surélevée et circulaire percée de 20 trous espacés
équitablement le long du périmétre du cercle (Figure 19). L’un des 20 trous disposait d’une « escape
box » d’ou I’animal pouvait se retirer et des indices visuels étaient disposés sur les murs. L’ escape box
¢tait ensuite déplacée de 180° le premier jour du test de rétention (noté R1) afin d’évaluer
I’apprentissage et la mémorisation. Le test et ’enregistrement vidéo démarraient lorsque 1’animal,
placé au centre du labyrinthe dans une boite noire, était libéré et que le signal sonore et le signal
lumineux étaient enclenchés. Le test prenait fin lorsque 1’animal trouvait « /’escape box » ou apres 2
minutes d’essais infructueux. L’entrée dans 1’escape box était accompagnée de la fin du signal sonore
et du signal lumineux.

L’entrainement a été réalisé deux fois par jour durant 4 jours (noté¢ D1, D2, D3, D4) puis une
fois le 5°™ jour (noté D5). Deux jours de pause ont séparé la phase d’entrainement de la phase de
rétention. Deux tests par jours pendant 3 jours (noté R1, R2, R3) puis un test le 4™ jour (noté R4)
¢taient ensuite réalisés pour le test de rétention. Les jours de tests D5 et R4, I’escape box était retirée.

Le nombre d’erreur, le temps de latence pour atteindre I’escape box ainsi que la distance
parcourue pour I’atteindre étaient enregistrés par camera et mesurés. Les erreurs étaient définies par la

recherche de I’escape box sous des trous qui n’en disposaient pas.

Figure 19 : Détail du labyrinthe de Barnes pour souris présent a NeuroSpin

Escape box
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3.5. Imagerie TEP et analyse des images

La neuro-inflammation a été évaluée par TEP par le suivi d’un radiotraceur de TSPO, le '*F-
DPA-714, injecté dans la veine caudale via un cathéter. Les animaux étaient induits et maintenus sous
anesthésie gazeuse (isoflurane, entre 1,5 et 2,5 %), et leur fréquence respiratoire était monitorée et
maintenue au-dessus des 70 mpm (mouvement par minute). Un tapis chauffant était placé sous
I’animal et permettait de maintenir sa température corporelle de I’animal durant I’acquisition. Les
images étaient acquises lors d’une acquisition dynamique de 60 minutes sur deux machines Siemens
Inveon PET et PET-CT (Siemens Medical Solutions, St Denis France). L’acquisition TEP commengait
quelques secondes apres I’injection du radiotraceur afin de visualiser la distribution précoce.

Entre 200 et 500 pCi de '®F-DPA-714 étaient injectés via un cathéter caudal pour un volume
total de solution (mélange NaCl 0,9 % et éthanol) compris entre 100 et 250 pL.

Ces 60 minutes d’acquisition TEP étaient suivies par une séquence de 5 minutes de scanner X
(80kV/500uA), pour I’appareil PET-CT.

Les coordonnées spatiales et temporelles de la détection de coincidence des photons
y antiparalléles étaient stockés en mode éveénementiel. Les protocoles disponibles au SHFJ
appliquaient un Fourrier rebinning et les images étaient ensuite reconstruites par 1’algorithme de
reconstruction 2D OSEM (taille du voxel : 0,4 mm x 0,4 mm x 0,8 mm) et permettaient d’obtenir une
résolution de 1,5 mm.

Les images dynamiques TEP obtenues étaient réalignées pour corriger les déplacements
possibles entre les images TEP et CT (scanner X) et recalées sur un atlas IRM de souris afin de
délimiter les régions d’intérét (ou ROIs), a I’aide du logiciel PMOD®), version 3.7, Technologies Ltd.
Etant donné la résolution des acquisitions TEP et des dimensions du cerveau murin, trois principales
ROIs ont été définies : le cortex et les deux hippocampes, le cervelet, et les régions subcorticales
(autres régions du SNC murin, excluant le cortex, les hippocampes et le cervelet). Sur les 60 minutes
d’acquisition dynamique, les valeurs de radioactivité enregistrées (en Bg/cc) des 30 derni¢res minutes
de la courbe de radioactivité (plateau d’équilibre reflétant la fixation spécifique du DPA-714), ont été
corrigées par rapport a la dose radioactive effectivement injectée (% ID/cc percent injected dose per
cubic centimeter) et normalisées par rapport au cervelet. La fixation du '*F-DPA-714 était alors
exprimée en valeurs NUV., (Normalized to the cerebelum uptake values).

Comme la protéine TSPO est présente dans toutes les structures cérébrales, aucune vraie région
cérébrale de référence n’a pu étre identifiée. Une alternative acceptable est 1’utilisation du cervelet
comme pseudo-région de référence. En effet, dans la maladie d’ Alzheimer, le cervelet ne présente ni

Iésions tau, ni lésions amyloides (ou du moins que dans les phases terminales), et cette pseudo-
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référence a déja pu étre validée dans d’une précédente étude, (Chaney ef al., 2018). Au cours de notre

étude, les ultrasons n’ont de plus pas ét¢ émis dans le cervelet des souris traitées.

Afin d’évaluer la neuro-inflammation induite au cours des séances d’ultrasons, la fixation du
8F-DPA-714, radioligand spécifique de TSPO a été suivi par imagerie TEP lors d’une acquisition
dynamique d’une durée de 60 minutes. Cette acquisition a été réalisée sur I’ensemble des huit animaux
toutes les semaines pendant 6 semaines, et 5 jours apres 1’ouverture de la BHE par ultrasons.

L’acquisition dynamique de 60 minutes était laborieuse pour un animal de petite taille comme
la souris, en particulier pour la pose du cathéter dans la veine caudale, le temps long d’acquisition de
donc d’anesthésie majorant le risque de mortalité pour ces animaux de petite taille a haut métabolisme,
et pour le nombre limité de souris qu’il était possible d’imager par jour.

Elle permettait cependant d’obtenir une quantification de la fixation du radiotraceur pour
n’importe quel intervalle de temps souhaité. Dans notre étude, seules les 30 derniéres minutes, période
pendant laquelle le signal est le plus stable et reflétant la fixation spécifique du '*F-DPA-714, ont ainsi
¢té analysées.

Comme le temps de demi-vie du '8F est de 110 minutes, et la durée de ’examen d’au minimum
65 minutes (60 minutes d’acquisition TEP et 5 minutes de scanner X), la dose radioactive injectée était
faible au-dela du quatriéme animal (cela dépendait également de la qualité de la radiosynthése
effectuée le matin des examens). Une dose radioactive trop faible diminuait la qualité des images, ou
bien conduisait a I’augmentation du volume total de solution injecté pour parvenir a une méme dose
radioactive. Ce dernier point était délicat, car plus la radioactivité¢ avait décru, plus le volume total
ainsi que la proportion d’éthanol dans la solution, devaient étre importants pour injecter une dose
radioactive suffisante, et le volume total d’injection possible dans cette espece était ainsi rapidement
atteint. Nous avons donc réalisé au maximum quatre examens successifs par jour pour nous affranchir
de ces problémes. Comme le SHFJ dispose de deux appareils TEP, il a été possible d’augmenter ce
nombre par la réalisation de deux examens TEP simultanés, nous autorisant ainsi 1’acquisition TEP de
huit animaux par jour.

Afin d’obtenir une quantification fidéle de la fixation du '*F-DPA-714, la correction du temps
mort, de la dose injectée dans chaque animal et de la décroissance est nécessaire et a été réalisée par
le chronométrage et la prise des temps a la préparation de la seringue contenant la dose radioactive, a
I’injection de la dose, et par la mesure de 1’activité a chacun de ces temps. L’activité résiduelle de la
seringue vide apres injection, ainsi que la prise de temps ont également été réalisés afin de soustraire

cette activité a la dose réelle injectée.
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La correction du volume partiel n’était pas obligatoire, car sa prise en compte peut juxtaposer
d’autres effets indésirables sur la qualité de la quantification, ainsi nous n’avons pas réalisé cette

correction dans notre étude.

Pour localiser anatomiquement la fixation du '®F-DPA-714, le traitement des images a été
réalisé en utilisant le logiciel PMOD®. Dans cette étude, le recalage de I’image TEP a d’abord été
réalisé sur I’image anatomique obtenue par le scanner X acquis a la fin de chaque séquence TEP. Enfin,
cette image a ensuite été recalée sur un atlas IRM anatomique « Mouse Mirrione » disponible dans le
logiciel PMOD® (Ma-Benveniste-Mirrione). Cet atlas IRM correspond a la déformation minimale de
séquences IRM T2-weighted de 10 souris males C57Bl/6J de 12 a 14 semaines d’age et de 25 a 30g.

L’ensemble de ces deux transformations (image TEP sur scanner et scanner sur IRM) permet
de superposer les images TEP a I’atlas IRM et de définir des régions d’intérét (ROIs) : cortex,
hippocampe, thalamus, bulbes olfactifs, efc. L’ image obtenue permet ainsi d’obtenir la fixation du '8F-
DPA-714 dans chaque ROI, moyennée et intégrée sur 60 minutes.

L’application de ces ROIs sur les images TEP permettait finalement de lancer les calculs
statistiques et de générer des courbes temps-activité pour chaque image acquise et pour chaque ROI
dont les valeurs étaient exprimées en kBg/cc. Un exemple de courbe d’activité issues du logiciel

PMOD® est illustré dans la figure 20.

Figure 20 : Courbe temps-activité obtenue par traitement des images obtenues par tomographie par

emission de positons.
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L’application de ces ROIs, ainsi que les corrections effectuées ont permis d’exprimer un %
ID/cc (pourcentage de dose injectée par centimeétre cube) dans chaque ROI sur les 30 dernieéres minutes
d’acquisition TEP. Les % ID/cc des ROIs ont ensuite été normalisés par rapport au % ID/cc du cervelet
pour obtenir des valeurs NUVg, (Normalized uptake values) correspondant a la dose radioactive
corrigée par rapport a la dose radioactive effectivement injectée et normalisée par rapport au cervelet.

Un exemple des images obtenues par TEP est présenté dans la figure 21.

Figure 21 : Images obtenues par Tomographie par Emission de Positons : fixation du 18F-DPA-714

exprimée en Bg/cc.
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En raison de la faible résolution des images TEP, des dimensions du cerveau murin, et du
recalage manuel, pouvant étre a 1’origine d’une superposition et d’un recalage imprécis des ROIs, ces
données NUVp, ont été comparées dans deux grandes ROIs : I’ensemble cortex et hippocampes et les
régions subcorticales.

Pour la quantification du signal TSPO chez la souris, la quantification par 1’obtention du %
ID/cc était une méthode acceptable nous permettant de nous affranchir de la réalisation d’une fonction
d’entrée. En effet, il est quasi-impossible de réaliser une fonction d’entrée et les prélévements de sang

artériel nécessaires chez la souris en raison de son faible volume sanguin total.

3.6. Euthanasie et prélevement des encéphales

A la fin des protocoles, I’ensemble des souris ont été anesthésiées sous kétamine 100 mg/kg —
xylazine 10 mg/kg en intrapéritonéale, puis perfusées en sérum physiologique NaCl 0,9 %. Les

encéphales ont été disséqués de la boite cranienne puis séparés en deux au niveau de la scissure
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interhémisphérique. Les hémisphéres ont ensuite été plongés dans 1’isopentane et dans 1’azote liquide

puis congelés a -80°C.
3.7. Analyse statistique

Les données comportementales ont été analysées par le test de Wilcoxon-Mann-Whitney pour
le test d’openfield et du labyrinthe de Barnes, par analyse de la variance a deux facteurs (two-ways
ANOVA) pour le test du labyrinthe de Barnes, par un test de Tukey post hoc pour le test du labyrinthe
de Barnes et par un T-test pour le labyrinthe en Y. Ces analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide
du logiciel R® et les valeurs obtenues dans les tests comportementaux étaient exprimées en moyenne
+/- ’erreur type de la moyenne (SEM). Dans cette étude, et pour le test du labyrinthe de Barnes en
particulier, nous n’avons pas appliqué d’ajustement du seuil de significativité par la méthode de
Bonferroni.

Les données TEP obtenues ont été analysées par un T-test a I’aide du logiciel GraphPad Prism®.

Les données d’imagerie TEP étaient exprimées en moyenne +/- 1’écart type (SD).

4. Présentation et Analyse des résultats

4.1. Etude préliminaire : comportement

Afin de mettre en évidence une action thérapeutique des ultrasons trancraniens sur les fonctions
mnésiques, des tests comportementaux ont été réalisés (openfield, labyrinthe en Y et labyrinthe de
Barnes), sur trois groupes de souris (APPsw./PSlies traitées par ultrasons et notées AD US,
APPg,o/PS14£9 sham non traitées par ultrasons et notées AD, et WT non traitées par ultrasons). Une
restauration des fonctions mnésiques aprés 6 semaines de séances d’ultrasons a précédemment été
montrée chez le modele souris APP23 de la maladie d’Alzheimer par les tests de reconnaissance
d’objets nouveaux, d’évitement actif et de labyrinthe en Y (Leinenga et Gotz, 2015).

Dix-sept souris transgéniques APPywe/PS1aro (9 sham et 8 traitées par ultrasons) et 9 souris WT
ont ainsi €té soumises a 6 semaines d’ultrasons suivies des tests comportementaux. Ces tests
comportementaux ont été réalisés avec Matthieu Gerstenmayer et Erwan Selingue.

La réalisation de tests comportementaux et 1’obtention de résultats francs sont complexes.
Ainsi, en ce qui concerne certains résultats obtenus dans cette étude comportementale, a défaut de

pouvoir parler de différences significatives, nous parlerons plutdt de tendance comportementale.
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4.1.1. Comportement en champ libre ou « openfield »

Les données obtenues en openfield montrent que les souris AP Ps,./PS14ro étaient plus actives
que leurs fréres et sceurs de portée WT, ainsi une augmentation significative de la distance totale
parcourue dans 1’openfield a pu étre mise en évidence entre les souris AD et WT (p=0,008, test de
Wilcoxon) et entre les souris AD US et WT (p=0,046, test de Wilcoxon) (Figure 22). Aucune
différence significative n’a pu étre montrée entre les souris AD et AD US (p=0,87, Test de Wilcoxon).
Une telle observation en openfield avait déja été précédemment décrite au sein du modele APP/PS1
(Hooijmans et al., 2009).

Ces premieres données obtenues en openfield nous permettaient de plus de vérifier que les
séances d’ultrasons n’avaient pas altéré la locomotion des animaux, ce qui était une composante
importante a vérifier avant de pouvoir interpréter les données comportementales obtenues
ultérieurement.

En ce qui concerne 1’évaluation de 1’anxiété, la proportion de distance parcourue dans la zone
centrale était significativement augmentée chez les souris AD US par rapport aux souris AD (p=0,047,
test de Wilcoxon) suggérant que les traitements par ultrasons diminuaient I’anxiété des souris

Alzheimer, un des symptomes précoces de la maladie d’ Alzheimer.

Figure 22 : Résultats comportementaux obtenus en « openfield ».

(a) Distance totale parcourue en openfield. (b) Proportion de la distance parcourue dans la zone
centrale.

AD US : Souris APP/PS|1 traitées par ultrasons, n=8. AD : Souris APP/PSI non traitées par ultrasons,

n=9. WT : Souris WT non traitées par ultrasons, n=9.
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4.1.2. Labyrinthe en Y

Les données comportementales obtenues dans le labyrinthe en Y n’ont pu montrer ni différence
significative, ni tendance comportementale. Bien que l’on puisse noter une augmentation du
pourcentage de succes (le premier bras choisi était le nouveau bras) chez les souris AD US par rapport
aux souris AD, cette différence n’était pas significative (p=0,64, T-test) (Figure 23).

L’indice « Triplet d’entrées successives » ne montrait ni différence statistique, ni tendance
comportementale. De plus, cet indice ne semblait pas étre adéquat pour notre étude puisque celui-ci

ne permettait pas de distinguer les souris AD des souris WT.

Figure 23 : Résultats comportementaux obtenus dans le labyrinthe en Y.

(a) Pourcentage de succes : le premier bras choisi est le nouveau bras (b) Triplet d’entrées successives
dans chacun des trois bras sans chevauchement, normalisé sur le nombre de bras visités.

AD US : Souris APP/PS|1 traitées par ultrasons, n=8. AD : Souris APP/PSI non traitées par ultrasons,

n=9. WT : Souris WT non traitées par ultrasons, n=9.
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Ces résultats obtenus dans le labyrinthe en Y étaient plus délicats a interpréter, et aucune
donnée significative obtenue dans ce test ne permettait de conclure franchement que les souris AD US
présentaient de meilleures performances cognitives et une amélioration de leur mémoire par rapport

aux souris AD.
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4.1.3. Labyrinthe de Barnes

Les données obtenues dans le labyrinthe de Barnes durant la phase d’entrainement (au cours
des cinq premiers jours, notés D1 a D5) n’ont pas démontré d’effet significatif de 1’apprentissage sur
le nombre d’erreur effectué (Figure 24). Ainsi, que ce soit pour les souris AD US, AD et méme chez
les souris WT, aucune amélioration dans le nombre d’erreurs effectuées ne pouvait étre révélé au cours

des 5 jours d’apprentissage.

Malgré cette absence d’apprentissage de la tiche durant la phase d’entrainement, un
réapprentissage des souris a pu étre mis en évidence lors de la phase de rétention, lorsque la plateforme
¢tait tournée de 180°. En effet, du jour 1 au jour 4 du test de rétention (notés R1 et R4), les souris AD
US diminuaient significativement leur nombre d’erreurs (p=0,00008, two-ways ANOVA), suggérant
qu’elles réapprenaient correctement la tiche au cours des jours.

Bien que non significative, I’ensemble des souris (AD US, AD et WT) présentaient également
cette méme tendance (p=0,07, two-ways ANOVA), montrant que quelque soit le groupe de souris, elles

réapprenaient la tiche durant la phase de rétention.

De fagon plus intéressante, en comparant la progression des animaux du jour R1 au jour R4,
on pouvait noter une tendance a la diminution du nombre d’erreurs effectuées (p=0,08, Tukey post-
hoc test) chez les souris AD US par rapport aux souris AD, suggérant que les souris AD US
réapprenaient mieux que leurs congénéres AD non traités par ultrasons. De plus, aucune tendance ou
différence significative dans le réapprentissage du jour R1 au jour R4 n’a pu étre mise en évidence
entre les souris AD US et WT (p=0,68, Tukey post-hoc test), ce qui pourrait suggérer que le traitement
par ultrasons des souris AD US leur avait permis de retourner a une capacité¢ d’apprentissage

équivalente aux WT.
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Figure 24 : Résultats comportementaux obtenus en labyrinthe de Barnes : nombre d'erreurs effectuées
pour trouver « l'escape box ».

AD US : Souris APP/PS|1 traitées par ultrasons, n=8. AD : Souris APP/PSI non traitées par ultrasons,
n=9. WT : Souris WT non traitées par ultrasons, n=9.

D : jour du test de la phase d’apprentissage. R : jour du test de la phase de rétention.
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Enfin, le dernier jour du test de rétention (noté R4), on pouvait observer que les souris AD US
avaient tendance a se diriger plus directement vers 1’escape box que les souris AD (p=0,08, test de
Wilcoxon) (Figure 25). Cela suggererait que les souris traitées par ultrasons présenteraient une

amélioration de leurs fonctions mnésiques, ou du moins réapprendraient mieux que les souris AD.

Figure 25 : Résultats comportementaux obtenus en labyrinthe de Barnes : distance parcourue jusqu'a
« l'escape box », le dernier jour du test de rétention R4.

AD US : Souris APP/PS|1 traitées par ultrasons, n=8. AD : Souris APP/PSI non traitées par ultrasons,
n=38. WT : Souris WT non traitées par ultrasons, n=9.

D : jour du test de la phase d’apprentissage. R : jour du test de la phase de rétention.
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Ces derniéres données comportementales n’ayant pas montré de différences significatives, ces
observations pourraient étre le reflet d’une réelle tendance de restauration des capacités cognitives
induite par les ultrasons, mais ne peuvent étre inférées a ce stade quant a 1’effet thérapeutique des

ultrasons sur les performances mnésiques des souris modéles de la maladie d’ Alzheimer.

4.2. Fixation du *F-DPA-714

Peu de différences notables ont été observées dans le signal de TSPO entre deux séances
d’ultrasons. Les valeurs NUV,, sont présentées dans les figures 26 et 27, a I’ouverture du protocole
par ultrasons (notée « SO » pour « semaine 0 ») et a la fin des six semaines d’ultrasons (notée « S6 »
pour « semaine 6 »). L’ensemble des valeurs NUV, de I'intégralité du protocole et pour chaque

semaine est présenté en annexes 1 a 2.

Une premiére observation des valeurs NUV., ne montrait pas d’effet du génotype sur la fixation
du '8F-DPA-714, ainsi les NUV, des souris WT étaient sensiblement les mémes que celles des souris
transgéniques, suggérant que dans ce modele de la maladie d’ Alzheimer et a cet age (9-10 mois), I’état
neuro-inflammatoire ne présentait pas de différences objectivables par suivi de TSPO par imagerie
TEP. De telles observations ont déja été faites dans ce modele a 6 et 12 mois d’age (Chaney et al.,
2018).

La comparaison des valeurs NUV, avant le début des ultrasons (« semaine 0 ») aux valeurs
obtenues a la fin du protocole (« semaine 6 ») permettait de mettre en évidence une augmentation
significative du signal de TSPO dans le cortex et les hippocampes chez les souris AD US (p=0,03, T-
test). Une tendance identique, mais non significative (p=0,07, T-test) était également observable chez
les souris AD US dans les régions subcorticales.

En ce qui concerne les souris WT traitées par ultrasons (notées WT US), aucune tendance ou
différence significative n’a pu étre mise en évidence entre le début et la fin du protocole avec ultrasons,

que ce soit dans le cortex et les hippocampes ou les régions subcorticales.
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Un effet non pris en compte dans cette analyse reste la part d’augmentation du signal de TSPO
imputable au vieillissement de la souris qui s’opere dans les six semaines d’intervalle entre le début et
la fin du protocole par ultrasons. En effet, une précédente étude avait pu montrer un effet significatif
de I’age sur la fixation du "®F-DPA-714, avec une augmentation significative du signal de TSPO entre
les souris APP/PS1 agées de 6 mois et les souris APP/PS1 agées de 18 mois, a la fois dans le cortex et
les hippocampes ainsi que dans les régions subcorticales (Chaney et al., 2018). Ces résultats
permettaient de suggérer un effet de I’age sur le niveau de neuro-inflammation détectable par imagerie
TEP de la protéine TSPO chez la souris APP/PS1 et nous nous sommes ainsi interrogés sur la part
d’augmentation du signal TSPO imputable au vieillissement des souris durant ces six semaines.
Cependant, dans cette méme étude, aucune différence significative n’avait pu étre mise en évidence
dans la fixation du '"*F-DPA-714 durant 6 mois de vieillissement chez les souris APP/PS1 agées de
6 mois et les souris APP/PSI agées de 12 mois ainsi que chez les souris APP/PS1 agées de 12 mois et
les souris APP/PS1 agées de 18 mois, ce qui tendrait a faire penser qu’il ne devrait pas y avoir d’effet

du vieillissement en 6 semaines de protocole dans cette tranche d’age.

Afin de faire la part entre I’effet neuro-inflammatoire induit par les ultrasons et I’effet neuro-
inflammatoire simplement di a 1’age, nous avons également constitué un groupe de souris APP/PS1
et WT du méme age, n’ayant pas suivi le protocole de traitement par ultrasons, et pour lequel nous
avons réalisé en parallele une séquence d’acquisition TEP a la fin des six semaines de notre étude

(Figures 26 et 27).

La quantification du '8F-DPA-714 dans ce groupe controle non traité par ultrasons n’a révélé
aucune tendance ou différence significative entre les souris AD US a la semaine 0 (avant 1’ouverture
du protocole de traitement par ultrasons) et les souris non traitées par ultrasons a la semaine 6 (notées
AD NON US), ce qui suggérerait que I’augmentation significative de la fixation du '*F-DPA-714 chez
les souris AD US serait bien due au traitement par ultrasons de ces souris ; ceci a la fois dans le cortex

et les hippocampes (p=0,22, T-test) ainsi que dans les régions subcorticales (p=0,23, T-test).
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Figure 26: Quantification de la fixation du '"*F-DPA-714 (a) dans le cortex et I’hippocampe (b) dans
les régions subcorticales, exprimée en NUVp, (« Normalized to cerebellum uptake values »).
AD US : souris APP/PS1 traitées par ultrasons, n=4. AD NON US : souris APP/PSI non traitées par

ultrasons, n=3. S : semaine.
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Figure 27 : Quantification de la fixation du '*F-DPA-714 (a) dans le cortex et [’hippocampe (b) dans
les régions subcorticales, exprimée en NUV, (« Normalized to cerebellum uptake values »).
WT US : souris WT traitées par ultrasons, n=4. WI NON US : souris WT non traitées par ultrasons,

n=3 S8 : semaine.
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Au bout de six semaines, et potentiellement indépendamment du vieillissement des souris qui
s’opérait dans cet intervalle, les ultrasons ont été spécifiquement a I’origine d’une augmentation du
signal de TSPO et donc de la neuro-inflammation chez les souris mode¢les de la maladie d’ Alzheimer.
Cette augmentation de la neuro-inflammation est d’autant plus intéressante qu’elle n’était significative

que dans le cortex et les hippocampes, régions les plus affectées dans la maladie d’Alzheimer par les
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plaques amyloides. En effet, on ne retrouvait pas de différences significatives suite au traitement par
les ultrasons dans les régions surbcorticales, chez les souris APPsye/PS1 k9.

La réalisation d’un protocole de traitement par ultrasons par délivrance périodique sur une
période de six semaines a donc induit un état neuro-inflammatoire détectable par imagerie TEP de la
protéine TSPO chez la souris modele de la maladie d’ Alzheimer.

Cette premicre étude longitudinale combinant I’imagerie TEP de la TSPO et les ultrasons nous
a ainsi permis de valider la faisabilité¢ de 1’utilisation de I’imagerie TEP de la TSPO pour la détection
in vivo des phénoménes neuro-inflammatoires induits par les ultrasons.

Ces résultats ne nous permettaient cependant pas de conclure que cet état neuro-inflammatoire
induit par les ultrasons chez les souris modeles de la maladie d’ Alzheimer était protecteur et était a
I’origine d’une clairance amyloide. La réalisation de la charge amyloide par western blot nous

permettra peut-étre de répondre ultérieurement a cette question.

5. Perspectives

5.1. Quantification de la charge amyloide et résultats
espérés

5.1.1. Objectifs et résultats espérés

La quantification de la charge amyloide des cerveaux (télencéphale) des souris modéles de la
maladie d’Alzheimer traitées par ultrasons versus non traitées par ultrasons, est I’un des objectifs de
ce projet.

Ainsi la quantification de la charge amyloide a été réalisée par western blot aprés extraction
des protéines de I’hémisphere droit des souris étudiées. La révélation de la bande a 4-6 kDa du peptide
AP est complexe en raison de sa petite taille et une deuxieme membrane doit étre utilisée lors du
transfert afin de pouvoir visualiser la bande correspondante.

Malheureusement, au jour de ce manuscrit, la mise au point d’un protocole de western blot
optimal permettant de visualiser les bandes correspondant au peptide AP et de ses oligoméres n’est
pas encore réalisée. Notamment, la deuxiéme membrane nécessite des conditions de transfert
particulieres en cours de finalisation.

Ces résultats ont pour objectif de démontrer et de quantifier I’effet thérapeutique des ultrasons,

par la mise en évidence d’une diminution de la charge amyloide chez les souris modé¢les de la maladie
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d’ Alzheimer traitées par ultrasons versus les souris Alzheimer non traitées. Cela a déja pu étre mis en

¢vidence dans une précédente publication, (Leinenga et Gotz, 2015).

5.1.2. Matériel et méthodes

5.1.2.1. Extraction des protéines

Afin de réaliser la quantification des peptides AP, nous avons réalisé deux séries d’extraction
de protéines des cerveaux dans le but d’obtenir deux fractions: I'une enrichie en protéines
extracellulaires et I’autre en protéines intracellulaires.

L’hémisphére droit des souris a ét¢ placé dans 4 volumes de tampon contenant 50 mM de Tris-
HCI (pH 7,6), 0,01 % NP-40, 150 mM NaCl, 2mM EDTA, 0,1 % SDS (dodécylsulfate de sodium), 1
mM PMSF (fluorure de phénylméthanesulfonyle) et des antiprotéases (complete protease inhibitors,
Roche). Le tissu cérébral a été dissocié par homogénéisation douce a 1’aide d’une seringue et d’une
aiguille 19 gauge en effectuant 10 aspirations-refoulements. La solution a ensuite été centrifugée a 800
g pendant 10 min, donnant un surnageant enrichi en protéines extracellulaires. Le culot a été conservé
et remis en suspension dans 4 volumes de 50 mM tris-HCI (pH 7,6), 150 mM NaCl et 1 % de Triton
X-100 puis centrifugé a 16 000 g pendant 90 min donnant un surnageant enrichi en protéines
intracellulaires.

Toutes les étapes d’extraction ont été réalisées a 4°C et les échantillons conservés a -20°C ou
a -80°C pour une utilisation plus tardive.

La concentration en protéines totales a ensuite été déterminée par un dosage BCA (Bicinchoninic

acid Assay) de Pierce.

5.2.1.2. Western blotting

Trente-trois microgrammes de protéines totales de la fraction extracellulaire et 20 pg de protéines
totales de la fraction intracellulaire ont été déposés dans chaque puits d’un gel Tris-Glycine 10-20 %
de chez Bio-Rad, et transférées sur des membranes de PVDF (Polyfluorure de vinylidéne) de 0,45 pum,
dans le tampon de transfert Bio-Rad Tris-Glycine. Une deuxiéme membrane a été utilisée afin de
capturer le monomere AP (entre 4 et 6 kDa).

Afin de visualiser les différentes espéces AP les membranes ont été incubées toute la nuit avec
I’anticorps souris anti-amyloide B, clone W0-2, a la concentration 0,5 pg/mL pour 10 pg de protéines
totales. Pour la révélation visuelle, I’anticorps secondaire utilisé était un anticorps d’ane anti-souris

préparé a la dilution 1 :1000, et révélé par impression sur un film photographique. Un anticorps lapin
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anti-GAPDH est utilis¢ comme contrdle, a la dilution 1:1000 également révélé par un anticorps
secondaire d’ane anti-lapin préparé a la dilution 1 :1000.
Le film photographique imprimé était ensuite analysé par densitométrie par I'utilisation du

logiciel ImageJ® pour la quantification des différentes especes AP.

5.2. Autoradiographie et immunohistochimie

Il serait intéressant de mener deux autres études expérimentales, sur les hémisphéeres des
cerveaux des souris euthanasiées durant ce projet : I’autoradiographie ainsi que 1I’immunohistologie.
En effet, I’autoradiographie est une technique expérimentale réalisée sur des coupes histologiques ex
vivo permettant le marquage et la détection d’un radioligand spécifique d’une cible donnée. La
réalisation d’autoradiographie de TSPO sur les mémes cerveaux ayant subi les protocoles ultrasons et
TEP permettrait de confirmer la distribution du radioligand de TSPO.

De plus, la réalisation d’une immunohistochimie, sur des coupes adjacentes a celles réalisées
pour I’autoradiographie permettrait de mettre en évidence une éventuelle co-localisation entre la TSPO
et des marqueurs gliaux spécifiques : Ibal pour la microglie, GFAP pour les astrocytes, ainsi que des
marqueurs de I’amyloide comme la thioflavine (Figure 28).

Ainsi la réalisation de ces techniques ex vivo en complément de 1’étude TEP in vivo permettrait
de valider dans ce mode¢le animal, la spécificité du radioligand de TSPO pour ’activation microgliale,

et de confirmer les hypothéses d’une neuro-inflammation thérapeutique induite par les ultrasons.
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Figure 28 : Immunhohistochimie réalisée a NeuroSpin au cours de cette étude (Frangoise Geffroy).
Coupe coronale d’encéphale de rat TgF344 modeéle de la maladie d’Alzheimer (également double
trangénique APP/PS1). En vert, le marquage thioflavine des plaques amyloides, en jaune, le marquage

Ibal de la microglie, en rouge, le marquage GFAP des astrocytes.

6. Discussion

Les études comportementales menées sur les souris traitées par ultrasons se sont révélées étre
difficilement interprétables, du fait d’un défaut de différences significatives entre les souris AD US,
AD et WT et ne nous ont pas permis de conclure quant a I’effet thérapeutique des ultrasons sur les
capacités cognitives. Le choix des tests comportementaux réalisés, ainsi que leurs conditions de
réalisation pourraient étre a 1’origine d’un manque de discrimination clinique. De plus, les groupes
¢taient constitués de males et de femelles, ce qui pourrait peut-étre diminuer la capacité de détection
d’une différence significative entre les groupes, s’il existait bien une différence réelle. Cependant, bien

que I’affection amyloide évolue selon une chronologie différente chez les males et les femelles (plateau
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de saturation amyloide a 9 mois chez les males contre 12 mois chez les femelles), ces différences
intersexuelles n’auraient pas di avoir d’influence, puisque les animaux étaient agés de plus de 12 mois
au démarrage du protocole, soit au-dessus du plateau de saturation de I’affection amyloide aussi bien

chez les males que chez les femelles.

Pour le protocole avec ultrasons, une hétérogénéité inévitable est a prendre en compte du fait méme
de sa mise en pratique : le placement du transducteur, le point de focalisation, les variabilités
interindividuelles du crane des souris, etc. qui font que la délivrance ultrasonique n’est pas strictement
identique entre les individus. De plus, bien que le geste ne soit pas complexe, le succes de I’injection
rétro-orbitaire des microbulles ne peut étre garanti car il est impossible de vérifier si I’aiguille se trouve
bien dans le sinus. Malgré tout, la réalisation de séances répétées permettait de relativement

homogénéiser les différences de la délivrance des ultrasons au cours des séances.

En ce qui concernait les données obtenues par imagerie TEP, aucune variation significative n’a pu
étre observée entre les différentes semaines d’ultrasons, néanmoins une augmentation significative de
la neuro-inflammation entre la semaine 0 et la semaine 6 a pu étre mise en évidence chez les souris
modeles de la maladie d’Alzheimer. Ceci suggérerait que, dans 1’éventualité d’une application
thérapeutique ultérieure, la réalisation précoce et anticipée de sessions d’ultrasons transcraniens (avant
I’apparition des signes de la maladie d’Alzheimer), doit étre davantage répétée sur la durée pour que
des effets plus nets sur les phénomenes inflammatoires puissent étre obtenus.

L’age des souris ayant subi les sessions d’imageries TEP était peut-étre trop précoce (9-10 mois
d’age) par rapport aux différences intersexuelles sur I’affection amyloide. L’évolution plus lente des
Iésions amyloides chez les femelles pourrait peut-étre étre a 1’origine d’un décalage des phénoménes
inflammatoires. Une non-homogénéité plus importante que prévue des groupes de souris utilisés, ainsi
qu’un nombre trop faible d’animaux, pourrait expliquer le défaut de significativité de nos résultats
obtenus en imagerie TEP.

Une hypothése a explorer sur ces résultats obtenus en TEP est que les traitements ultrasons
transcraniens n’augmentent pas suffisamment le nombre de cellules microgliales activées (et donc le
signal TSPO) pour que cela puisse étre percu en imagerie TEP, mais induisent plutot un phénotype
microglial particulier augmentant les capacités de phagocytose des cellules microgliales et expliquant
la clairance amyloide induite par ultrasons démontrée et publiée par Leinenga et Gotz (Leinenga et
Gotz, 2015 ; Edison et al, 2018). L’utilisation de radioligands spécifiques des type M1 (pro-
inflammatoire) et type M2 (anti-inflammatoire) pourrait étre intéressante, mais cette dichotomie fait

encore débat dans le milieu de la recherche (Janssen et al., 2018).
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De plus, la littérature montre également que malgré une fixation forte d’un radiotraceur de
I’amyloide ( ['!C]-PIB) chez les souris transgéniques APP, le signal TSPO visible en TEP est toujours
beaucoup plus discret que chez les souris transgéniques tau (Mori ef al., 2012).

Pour I’'imagerie TEP de TSPO chez la souris, bien que la fixation du radiotraceur soit influencée
par la perfusion tissulaire, il n’existe actuellement pas de meilleure méthode de quantification que celle
utilisée dans notre étude. La précision de la quantification pourrait étre améliorée par la prise en compte

de I’effet du volume partiel, que nous n’avons pas réalisée.

La mise au point du protocole de western blot pour la quantification de la charge amyloide
cérébrale pourra peut-€tre nous apporter davantage de réponses, avec surtout, la réalisation des
marquages immunohistochimiques de la TSPO, des cellules microgliales, des astrocytes et des plaques

amyloides, qui sont imminents.

Ces travaux qui vont étre poursuivis pour la réalisation d’une thése de sciences sur une période
de trois ans essayeront de répondre aux questions inhérentes a notre principale hypothése de travail
selon laquelle les ultrasons induiraient une neuro-inflammation bénéfique et déclencheraient une
clairance amyloide, a savoir :

- Est-ce que ces premiers résultats obtenus sont bien reproductibles et peut-on confirmer que les
ultrasons sont bien a 1’origine d’une neuro-inflammation détectable par imagerie TEP de la
protéine TSPO ?

- Quelles sont les cellules gliales impliquées, a quel moment et sur quelle période ? Nous
espérons pouvoir y répondre par la réalisation de nouvelles études longitudinales in vivo
combinées a la réalisation, a différents temps clés du protocole de traitement par ultrasons,
d’études ex vivo comme [’autoradiographie, 1’immunohistochimie, et la PCR in situ
(Polymerase Chain Reaction). Ces études pourront apporter des réponses chronologiques sur
les différents acteurs gliaux impliqués dans cette neuro-inflammation induite par les ultrasons.

- Est-ce que la neuro-inflammation qui est induite par les ultrasons est bien a I’origine d’une
diminution de la charge amyloide ? Nous essayerons d’y répondre par la quantification du
peptide AP et de ses oligomeres par la réalisation de western blot ;

- Enfin, est-ce que cette neuro-inflammation et cette clairance amyloide sont associées a
I’amélioration des troubles cognitifs caractérisant la maladie d’Alzheimer ? Nous essayerons
¢galement d’y répondre par la réalisation de tests comportementaux chez les souris modeles de
la maladie d’ Alzheimer. 11 pourrait également étre intéressant de mettre au point de nouveaux

tests comportementaux et de déterminer quels sont les tests les plus discriminants pour notre
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¢tude. Les tests d’évitement passif et actif et les tests de conditionnement a la peur sont des
exemples de tests comportementaux qu’il serait intéressant d’étudier sur le modele souris

APPg,,o/PS1ary.

Nous étudierons ces différentes questions sur une fenétre de temps plus large. En effet, nous
espérons pouvoir mener ces études longitudinales sur plusieurs mois afin de déceler les effets a plus
long terme des ultrasons. Nous étayerons également ces résultats par 1’utilisation d’un autre modéle
rongeur de la maladie d’Alzheimer : le rat 7gF344, qui est également comme la souris AP Pye/PS1 ko,
double transgénique pour les génes APP et PSI, mais qui présente contrairement au mode¢le souris,
une affection tau associée aux lésions amyloides, et est ainsi plus représentatif de la maladie
d’Alzheimer (Cohen et al., 2013).

Une autre étape et une perspective intéressante seraient bien sr d’associer la perméabilisation
de la BHE a la délivrance de molécules thérapeutiques afin de potentialiser I’effet thérapeutique des

ultrasons.
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CONCLUSION

La maladie d’Alzheimer est une maladie incurable dont la prévalence augmente avec les
années. Elle est un véritable enjeu de santé publique et I’ensemble de la recherche scientifique
concentre maintenant ses efforts sur I’implication neuro-inflammatoire dans la physiopathologie de la
maladie. Les nombreux progres de la science dans 1’élaboration de modéles animaux pertinents et de
techniques d’imagerie non invasives ont permis d’explorer le décours de la maladie par la réalisation
d’études longitudinales in vivo sur I’animal mod¢le.

Cette thése s’est proposée d’étudier 1’hypothése de 1’induction d’une neuro-inflammation
bénéfique déclenchée par la perméabilisation de la BHE par la délivrance d’ultrasons transcraniens,
chez la souris APPg../PS14r0 modele de la maladie d’ Alzheimer.

Les études comportementales ont pu révéler des tendances a 1’amélioration des performances
cognitives testées chez les souris APPgy./PS1ar traitées par ultrasons, confortant les résultats qui
avaient pu étre obtenus dans la littérature.

Pour la premiére fois, I’'imagerie TEP de la TSPO a ét¢ utilisée chez ces modéles de la maladie
d’ Alzheimer traités par ultrasons. Cette étude longitudinale a concentré des technologies variées : les
ultrasons, ’imagerie TEP, les techniques de biologie moléculaire comme le western blot et
I’immunohistochimie. La quantification du radioligand de la TSPO a permis de révéler une
augmentation de la neuro-inflammation apres traitement par ultrasons chez les souris APPgye/PS14E9
comparativement aux souris APPq,./PS14ro non traitées par ultrasons et aux souris WT.

La poursuite de cette étude par la réalisation de la quantification de la charge amyloide ainsi
que par la réalisation d’immunohistochimie permettra peut-étre d’apporter davantage de réponses sur
le role des ultrasons sur la clairance amyloide ainsi que sur le type de cellules gliales activé par les
ultrasons.

Le role thérapeutique des ultrasons sur la clairance amyloide et sur les performances cognitives
des rongeurs qui a ét¢ démontré dans la littérature constitue un véritable espoir pour la quéte d’un
traitement de la maladie d’ Alzheimer. Il est nécessaire d’en explorer les mécanismes, et le lien étroit
entre la BHE et les phénomeénes neuro-inflammatoires fait qu’il est intéressant de continuer les

recherches sous I’angle neuro-inflammatoire.
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Annexe 1 : Quantification de la fixation du ®F-DPA-714 dans le cortex et I’hippocampe exprimée en

ANNEXES

NUVe (« Normalized to cerebellum uptake values »).

AD US : souris APP/PS1 traitées par ultrasons, n=4. WT US : souris WT traitées par ultrasons, n=4.
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Annexe 2 : Quantification de la fixation du '*F-DPA-714 dans les régions subcorticales exprimée en

NUVe (« Normalized to cerebellum uptake values »).

AD US : souris APP/PS1 traitées par ultrasons, n=4. WT US : souris WT traitées par ultrasons, n=4.
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ETUDE DES MECANISMES NEURO-INFLAMMATOIRES IMPLIQUES DANS LA
CLAIRANCE AMYLOIDE INDUITE PAR DES PERMEABILISATIONS PHYSIQUES
REPETEES DE LA BARRIERE HEMATO-ENCEPHALIQUE CHEZ LES RONGEURS

MODELES DE LA MALADIE D’ALZHEIMER

CARDONA Venetia

Résumé

L’agrégation de protéines anormales au sein du parenchyme cérébral est a 1’origine d’une mort
progressive des neurones qui est impliquée dans un grand nombre de maladies neurodégénératives. La
maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative incurable se caractérisant par des dépots
amyloides provoquant progressivement et irrémédiablement la dégénérescence du cerveau et une perte
de mémoire. Récemment, deux équipes de recherche ont montré que I’ouverture répétée de la barriere
hémato-encéphalique (BHE) par ultrasons était a I’origine d’une baisse significative de la charge en
plaques amyloides chez des souris transgéniques modeles de la maladie d’Alzheimer, et ceci sans
aucune intervention pharmacologique. Cette clairance était de plus accompagnée d’une normalisation
de certaines performances cognitives comme la mémoire spatiale de travail.

Cependant, le mécanisme d’ouverture de la BHE par ultrasons ainsi que I’effet thérapeutique
sur la charge amyloide restent encore mal connus. L’hypothése principale pour expliquer ce
phénomene serait 1’induction d’une réponse immunitaire favorable. Alors que de nombreuses
molécules se révelent étre des échecs thérapeutiques dans le traitement des patients atteints de la
maladie d’ Alzheimer, la compréhension de ces mécanismes neuro-inflammatoires induits par ultrasons
constitue un véritable espoir pour 1’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques non invasives.

Dans cette étude, nous avons cherché a caractériser les fonctions mnésiques des souris
APP,./PS1peo, modéles de la maladie d’ Alzheimer, ainsi que la réponse neuro-inflammatoire induite
par ultrasons. La neuro-inflammation a pu étre étudiée par le suivi d’un radioligand spécifique de la
protéine translocatrice 18 kDa (TSPO), lors d’imagerie par tomographie par émission de positons apres
chaque session d’ultrasons transcraniens.

Cette étude a permis de révéler pour la premicre fois une augmentation de la neuro-
inflammation apres traitement par ultrasons chez les souris A PPsy/PS14£9 cOmparativement aux souris
contrdles, ainsi que des tendances a I’amélioration des performances cognitives testées chez les souris
APPq,./PS1aEo traitées par ultrasons, confortant les résultats qui avaient pu étre obtenus dans la
littérature.

La réalisation ultérieure de la quantification de la chargé amyloide et la caractérisation du statut
neuro-inflammatoire permettront d’aller plus loin dans les conclusions tirées de cette étude.
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STUDY OF NEURO-INFLAMMATORY MECHANISMS INVOLVED IN AMYLOID
CLEARANCE INDUCED BY REPEATED PHYSICAL PERMEABILIZATIONS OF THE
BLOOD BRAIN BARRIER IN RODENT MODELS OF ALZHEIMER'S DISEASE

CARDONA Venetia

Summary

The aggregation of abnormal proteins within the brain parenchyma causes progressive death of
neurons and is involved in a large number of neurodegenerative diseases. Alzheimer's disease is an
incurable neurodegenerative disease characterized by amyloid deposits, gradually and irreversibly
causing brain degeneration and memory loss.

Recently, it has been shown that the repeated opening of the blood-brain barrier (BBB) by ultrasound
induced a significant decrease of the amyloid load in transgenic mice model of AD, without any
pharmacological intervention. This clearance was further accompanied by a normalization of cognitive
performance.

However, the mechanism of ultrasonic BBB disruption responsible for the therapeutic effect
on amyloid load is still poorly understood. The main hypothesis would be the induction of a favorable
immune response. While many molecules fail in clinical trials for a treatment of AD patients, the
understanding of these ultrasonic-induced therapeutic neuroinflammatory mechanisms is a real hope
for the development of new non-invasive ultrasound therapeutic strategies.

In this study, we investigated the memory functions of APPsw./PSIp.s mice, models of
Alzheimer's disease, as well as their ultrasound-induced neuroinflammatory state. Neuroinflammation
could be studied by monitoring a specific radioligand of the translocator protein 18kDa (TSPO), by
positron emission tomography imaging after each transcranial ultrasound session.

This study revealed for the first time an increase of neuroinflammation after ultrasound
treatment in APPs.,./PS14e9 mice compared to control mice, as well as trends of improvements in the
cognitive performances tested in APPg../PSlaro mice treated with ultrasound, as it has been
demonstrated in the literature.

Subsequent quantification of the amyloid charge and the characterization of
neuroinflammatory status will go further in the conclusions drawn from this study.
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