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Avant-propos

« Vieillir est encore le seul moyen qu’on ait trouvé de vivre longtemps. »
Charles-Augustin Sainte-Beuve

Les progres scientifiques, notamment ceux de la médecine, ont permis au cours du
siecle dernier d’augmenter considérablement 1’espérance de vie dans les pays industrialisés.
Le vieillissement de la population s’accompagne souvent de maladies associées, comme la
démence, qui représentent un probléme de santé majeur au 21°™ siécle. La maladie
d’Alzheimer (MA), qui est la plus fréquente des démences affectant les personnes agées, est
aujourd’hui devenue une priorité de santé publique. L’estimation de la prévalence de cette
pathologie en France est de 0,5 % avant 1’age de 65 ans ; elle augmente fortement avec I’age,
pour atteindre plus de 15 % a 80 ans. Actuellement, on estime a 860 000 le nombre de
personnes souffrant de cette pathologie en France. Chez les sujets de 65 ans et plus, ce chiffre
pourrait atteindre deux millions dans les vingt a trente années a venir, compte tenu de
I’augmentation de 1’espérance de vie.

La MA est une pathologie neurodégénérative multifactorielle qui se manifeste entre
autre, par des troubles de la mémoire, des fonctions exécutives et de ’orientation dans le
temps et I’espace. Le malade perd progressivement ses facultés cognitives et son autonomie.
Les travaux de recherche menés au cours du dernier siécle ont permis de mettre en évidence
deux lésions caractéristiques de la pathologie : les plaques amyloides et les dégénérescences
neurofibrillaires. Ces deux types de Iésions sont chacune associées a un composé protéique :
le peptide B-amyloide pour les plaques amyloides, et la protéine Tau hyperphosphorylée pour
les dégénérescences neurofibrillaires.

La compréhension des mécanismes impliqués dans la MA a évolué de fagon
spectaculaire au cours des derniéres années ; ces progres permettent aujourd’hui d’envisager
des stratégies thérapeutiques trés prometteuses. Cependant, malgré les efforts considérables
fournis dans cette voie il n’existe pas, a ce jour, de traitement curatif et les seuls traitements
existant visent a ralentir I’évolution des symptomes. Face a I’ampleur de ce probleme de santé
public, une démarche de prévention complémentaire a la démarche de développement de
nouvelles approches thérapeutiques devient une priorité absolue. Cette démarche de
prévention s’axe sur deux approches complémentaires : (i) la recherche de biomarqueurs

fiables permettant d’établir un diagnostic précoce de la maladie, (ii) le développement de

modeles animaux qui intégrent des facteurs de risque : ces derniers devraient contribuer au




développement d’approches préventives mais également a la définition de nouvelles voies
moléculaires dont le ciblage pourrait retarder voire réduire I’évolution de la maladie. Les
¢tudes épidémiologiques laissent supposer que I’exposition a différents facteurs de risques tels
que I’inactivité intellectuelle et physique, le diabéte, I’hypertension, 1’hyperlipidémie ou les
troubles cardiovasculaire, tout au long de la vie, influerait sur I’apparition de la maladie. Des
données récentes de la littérature suggeérent que I’hypothyroidie, dont la prévalence augmente

avec 1’age, pourrait également étre un facteur de risque de la MA.

Dans ce contexte, mon travail de thése avait pour objectif de préciser le lien entre
I’hypothyroidie et ’apparition de certaines lésions neuropathologiques et fonctionnelles

observées dans la MA.

Les données de la littérature présentées dans le chapitre I de la premiére partie font
tout d’abord état des connaissances sur la MA avec des données générales sur la pathologie,
ses manifestations cognitives et son diagnostic. Certaines lésions neuropathologiques sont
ensuite décrites. Ce chapitre se termine par une bréve description des modeles animaux de la
maladie et des facteurs de risque. Un second chapitre a été consacré aux hormones
thyroidiennes (HT) avec une description allant de leur synthése, leur mode d’action a leurs
roles dans le systeme nerveux central. Cette partie se termine par un chapitre présentant les
données de la littérature suggérant I’existence d’un lien entre I’hypothyroidie et la MA.

La partie II décrit le modele utilisé et la méthodologie mise en ceuvre dans ce travail.
Le modele d’étude est basé sur 1’administration de propylthiouracile (PTU) via ’eau de
boisson (0.05%) pendant 5 semaines. Cette molécule est un antithyroidien de synthése (ATS)
qui inhibe la synthése des HT. Le projet a ét¢ mené selon une approche pluridisciplinaire avec
la mise en ceuvre d’outils de biologie moléculaire (qQPCR), de biochimie (Western Blot, Elisa),
d’histologie et de comportement (tests d’anxiété, d’activité motrice, de mémoire spatiale a
court et long terme). Une collaboration avec une équipe d’imagerie cérébrale a également
permis de mettre en ceuvre des outils d’imagerie in vivo.

Une premicre étude décrite dans la partie III a consisté a évaluer un ensemble de
lésions de la MA dans I’hippocampe des rats ayant recu du PTU pendant 5 semaines. Dans ce
travail, nous avons étudié la phosphorylation de la protéine Tau, le taux de peptides AB-42, le
volume cérébral, ainsi que des marqueurs proinflammatoires. La mémoire spatiale des

animaux a également été évaluée.
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La suite de ce travail de thése, décrite dans le chapitre II de la partie III, a eu pour
objet de tester sur notre modele expérimental le potentiel de restauration par la T3, forme
active des HT, de I’ensemble des altérations moléculaires, biochimiques et fonctionnelles déja
observées chez les animaux hypothyroidiens. L’effet de I’administration de T3 a été évalué

sur les marqueurs cités ci-dessus.

Les résultats obtenus sont confrontés aux données de la littérature dans la discussion

qui fait I’objet de la partie I'V.
Les résultats de ce travail ont fait ’objet d’une publication acceptée figurant dans la

partie Il (chapitre I). Les résultats décrits dans la partie III (chapitre II) feront I’objet

d’une autre publication qui sera rédigée ultérieurement.
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Partie I : Introduction
bibliographique
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Chapitre I : La Maladie d’Alzheimer

1) Historique

L’histoire de la Maladie d’Alzheimer (MA) s’inscrit dans celle de la démence
(Derouesné, 2008). A I’antiquité, la démence désignait ce que nous appelons aujourd’hui
« folie » caractérisée par un état confusionnel, des troubles comportementaux et une certaine
extravagance. Ce n’est qu’en 1797 que Philippe Pinel introduit une dimension cognitive a ce
terme. Il distingue ainsi la folie pathologique de la folie « ordinaire » en lui donnant le nom
« d’aliénation mentale ». L’aliénation constitue ainsi une affection unique comportant
différents aspects tels que I’idiotie, la manie, la mélancolie et la démence. Son éleéve, Jean
Etienne Esquirol, va par la suite apporter une distinction claire entre 1’idiotie et la démence en
soulignant le caractére congénital de I’idiotie en opposition avec I’acquisition secondaire de la
démence. Il apporte également une définition plus précise de la démence qu’il désigne comme
un affaiblissement global des fonctions intellectuelles et de la mémoire. Cependant, a
I’époque, rien ne laissait supposer que ces troubles reposaient sur des atteintes neurologiques.

En 1822, Laurent Bayle apporte pour la premicre fois la démonstration que des
troubles mentaux et comportementaux sont liés a des 1ésions anatomiques. A compter de cette
période, deux écoles vont s’opposer sur l’origine des troubles mentaux : les psychistes
considerent que les pathologies mentales reposent sur une origine purement psychologique ;
les organicistes privilégient les lésions du cerveau. Ainsi, alors que certains aliénistes
doutaient de 1’utilit¢ de 1’anatomo-pathologie en psychiatrie, Alois Alzheimer (1864-1915)
était convaincu que 1’histopathologie était un outil nécessaire pour la compréhension et pour
la classification des maladies mentales. C’est dans ce contexte que le Dr. Alzheimer, présenta
lors d’un congres d’aliéniste, le 3 novembre 1906, un cas clinique tout a fait particulier : celui
d’Auguste Deter, « Une femme de 51 ans présenta comme premiers symptomes notables des
idées de jalousie a l’encontre de son mari. On put ensuite observer des défaillances de la
mémoire qui s’aggraverent rapidement. Elle ne parvenait plus a s’ orienter dans sa maison,
transportait les objets ici et la, les dissimulait, et parfois, croyant que [’on cherchait a la tuer,
elle se mettait a hurler. A ’hopital, tout son comportement portait la marque d’une totale
confusion. Elle était complétement désorientée dans le temps et ’espace... C’est sa mémoire
qui était le plus atteinte... Elle ne saisissait apparemment pas le sens de certaines questions et

paraissait avoir perdu ['usage de certains objets. Apres une évolution de quatre ans et demi,

13




la mort survint» (Stelzmann et coll., 1995). ‘1
NS X

L’examen post-mortem du cerveau a permis de

mettre en évidence une atrophie cérébrale diffuse.

L’étude histologique a révélé la présence de

! )
A { *

« curieuses  altérations  des  neurofibrilles » 1%’ ; g“\ A
| Q / ,‘%;} ..._\)

(dégénérescences neurofibrillaires) ainsi que « de

petits foyers miliaires » (plaques amyloides) dans le |orisinatdrawing of ttois Atcheimer (18641915

cortex (Stelzmann et coll, 1995). Cette étude a permis d’identifier un processus
neuropathologique particulier qui se distingue de la démence sénile par sa symptomatologie,
et par la sévérité et la localisation des altérations cérébrales observées. L’année suivante, Emil
Kraeplin (1856-1926), clinicien mondialement connu, proposa de regrouper les cas similaires

a celui d’Auguste D. sous le nom de « Maladie d’ Alzheimer ».

2) La Maladie d’Alzheimer depuis Alois Alzheimer...

Aujourd’hui, la MA se définit comme une pathologie neurodégénérative s’exprimant
par des troubles de la mémoire et un déclin cognitif, le plus souvent associés a des troubles
comportementaux, et évoluant vers une perte progressive d’autonomie (livre vert de la
Maladie d’Alzheimer). Elle se caractérise ainsi comme un syndrome démentiel et représente
d’ailleurs la principale cause de démence (70% des cas). Par ailleurs, cette pathologie se
caractérise par la présence de deux types de lésions cérébrales majeures : les plaques
amyloides et les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) (Serrano-Pozo et coll., 2011). Les
avancées de la recherche ont rapidement permis de mettre en évidence qu’il existait des
formes de la maladie reposant sur des prédispositions génétiques : les formes familiales. Ces
formes précoces, qui apparaissent avant 60 ans, ne représentent qu’un faible pourcentage des
personnes atteintes de la MA (1%). Les formes de la MA les plus répandues (99%) sont les
formes sporadiques qui surviennent plus tardivement (Mayeux et Stern, 2012).

Un siecle apres 1’identification de la MA, sa prévalence ne cesse de croitre. En 2010,
plus de 35 millions de personnes a travers le monde étaient atteintes de démence avec 7.7
millions de nouveaux cas chaque année (soit une personne toutes les secondes) (World Health
Organization, 2010). Selon 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), 70% des cas sont
attribués a la MA. Les dernicres estimations en France sont alarmantes puisque 860 000

personnes sont touchées par cette maladie avec preés de 250 000 nouveaux cas diagnostiqués
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chaque année. Ces chiffres pourraient doubler d’ici 2020 et tripler en 2040 (France

Alzheimer).

3) Symptdomes et évolution de la maladie

La MA est une maladie neurodégénérative qui associe des troubles prédominants de la
mémoire, du comportement, ainsi qu’une atteinte progressive et irréversible des fonctions
cognitives et exécutives (livre vert de la Maladie d’Alzheimer). La premiére phase de la
maladie est asymptomatique et correspond a la progression a bas bruit des 1ésions cérébrales
(dégénérescences neurofibrillaires et plaques amyloides). Au fur et a mesure qu’elles affectent
les régions du cerveau, ces lésions vont entrainer 1’installation progressive de troubles
mnésiques. Ce déclin s’accompagne également d’autres atteintes cognitives, tels que des
troubles gnosiques, phasiques, mais également des troubles du comportement et une altération
des fonctions exécutives et des capacités intellectuelles. La durée moyenne de 1’évolution de
cette maladie est de 4 a 8 ans pour des personnes agées de plus de 65 ans, mais cette durée

tend a augmenter aujourd’hui (4lzheimer’s Association, 2012).
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Figure 1 : Représentation schématique de 1’évolution des symptdmes au cours de la MA. MCI : Mild Cognitive
Impairment ; SPCD : Symptomes psychologiques et comportementaux des démences ; AVQ : Activités de la vie
quotidienne. (D apreés Feldman et Woodward, 2005)
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En 2005, Feldman et Woodward ont propos¢ un modele d’évolution de la maladie
tenant compte du degré de sévérité de la maladie et des atteintes cognitives et mnésiques
évaluées par le test du MMSE (Mini-mental state examination) (figure 1). Ce test repose sur
une série de 30 questions (soit 30 points) permettant d’évaluer différentes composantes
cognitives (mémoire, attention, calcul, langage, apprentissage...). Un score inférieur ou égal a
24 points suggere un déficit cognitif. Les résultats illustrés dans la figure 1 font apparaitre que
les premiers signes de la maladie sont les atteintes de la mémoire, avec une atteinte
progressive des différentes formes de mémoires au cours de la maladie. A un stade plus
avancé de la maladie les fonctions cognitives sont également atteintes, avec une répercussion
sur les activités de la vie quotidienne (AVQ). Enfin a un stade plus sévere de la maladie, les
fonctions exécutives et la mémoire procédurale sont touchées entrainant une perte
d’autonomie totale du patient. L’évolution de la maladie s’accompagne é¢galement de troubles

comportementaux.

3.1. Les troubles de la mémoire

Une profonde détérioration de la mémoire représente généralement le premier
symptome de la maladie et ce dés le stade pré-démentiel. Les théories actuelles considérent
que la mémoire est constituée de différents systémes fonctionnels (mémoire épisodique,

sémantique, procédurale...), qui sont atteints de facon différentielle au cours de la maladie.

3.1.1. Mémoire épisodique et MA
Parmi ces différents systemes de mémoire, la mémoire épisodique est a la fois la plus

¢laborée et la plus vulnérable (Eustache et Desgranges, 2003). Cette forme de mémoire est
définie comme la capacité a apprendre, stocker et rappeler des informations spécifiques d’un
événement personnel replacé dans son contexte temporel et spatial (Tulving, 1972). Elle fait
donc appel a un souvenir autobiographique et joue un role essentiel dans la construction de
I’identité de chacun. L’atteinte de cette composante mnésique fait le plus souvent objet de
plaintes de la part des malades et de leur entourage avant méme la survenue des premiers
signes de démence. Cela peut se manifester par différents symptomes tels que des questions
ou discussions répétitives, la perte d’objets personnels, ou encore 1’oubli d’événements ou de
rendez-vous. Cependant, bien que I’ensemble des chercheurs s’accorde a dire que la mémoire
épisodique est atteinte deés les premiers stades de la maladie, la nature des processus
déficitaires sous-jacents est encore incertaine. Ces déficits seraient le reflet de 1’altération

d’une ou de plusieurs étapes de 1’encodage, de la consolidation, du stockage et/ou de la
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récupération des souvenirs. Les travaux de Bondi et coll. (1994) ont, par exemple, mis en
évidence des troubles du stockage de l’information, engendrant un taux d’oubli plus
important. D’autres études menées pas Lipinska et coll. (1997), révélent que la phase de
récupération serait également perturbée. En effet, la présentation d’indices permet, chez les
patients atteints de la MA, d’améliorer le rappel sans pour autant parvenir a le normaliser. A
ces études s’opposent entre autre les travaux de Greene et coll. (1995) qui suggerent que les
altérations mnésiques observées seraient imputées a des difficultés dans les capacités a
encoder de nouvelles informations plutét qu’a une altération des processus de rappel ou
encore a une accélération de ’oubli. Moulin et coll. (2004) quant a eux incriminent une
perturbation des processus d’encodage et de consolidation. Il est également intéressant de
relever qu’outre leurs difficultés a acquérir de nouvelles informations, les patients atteints de
la MA éprouvent des difficultés a restituer des souvenirs personnels. En début de maladie, on
note une meilleure préservation des souvenirs anciens par rapport aux souvenirs récents. Ce
gradient temporel semble étre dii a la sémantisation des souvenirs anciens, tandis que les
souvenirs strictement épisodiques, sont altérés quelle que soit la période de la vie explorée

(Ivanoiu et coll., 2000).

3.1.2. Mémoire sémantique et MA

Oublier le nom d’un objet, éprouver des difficultés a trouver ses mots, ou a
comprendre le sens de certains termes, constituent ¢galement des problémes communs
rencontrés chez les patients atteint de la MA. Il est largement reconnu que ces déficits de
langage proviennent d’une altération de la mémoire sémantique (7Tulving, 1972). Ce type de
mémoire correspond a la mémoire des mots, des concepts, des connaissances sur le monde ou
sur soi-méme, indépendamment de leur contexte d’acquisition (7ulving, 1972). Elle est
perturbée trés tot, et va se détériorer graduellement au cours de la maladie (Adlam et coll.,
2004 ; Mardh et coll., 2013). Ces perturbations peuvent traduire, soit une altération des
processus de récupération de I’information, soit une perte de I’information (Hodge et coll.,

1992 ; Flanagan et coll., 2013).

3.1.3. Mémoire de travail et MA
Au début de la maladie, les patients présentent également des déficits de mémoire de

travail (Kopelman, 1985 ; Baddeley et coll., 1991). La mémoire de travail se référe a un
systéme permettant le stockage et la manipulation d’informations nécessaires a des taches

cognitives aussi complexes que la compréhension du langage, I’apprentissage temporaire et le
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raisonnement (Baddeley, 1992). Selon le modele de Baddeley et Hitch, cette mémoire est
constituée de trois composantes :
* ’administrateur central, qui est un systetme de controle attentionnel et de
coordination des systémes esclaves (boucle phonologique et calepin visuo-spatial).
Il intégre les informations issues des deux sous-systemes et les met en relation
avec d’autres sources (mémoire a long terme).
* la boucle phonologique est un systéme spécialisé dans le stockage et le traitement
des informations verbales.
* le calepin visuo-spatial est un systéme chargé du traitement des stimuli visuels.
De nombreux travaux ont permis d’évaluer les performances de patients atteints de la MA en
utilisant des tests permettant d’étudier les différentes composantes de la mémoire de travail.
La plupart de ces tests reposent sur le principe de la double tache et évaluent 1’aptitude du
patient a maintenir a court terme des informations, tout en partageant son attention avec un
traitement cognitif concurrent. Ces études ont montré que les patients atteints de la MA
éprouvent de grandes difficultés dans ces taches qui nécessitent la réalisation spontanée de
deux paradigmes (Baddeley et coll., 2001). Ces déficits ont été imputés a une atteinte de
I’administrateur central, et cette atteinte retentirait sur les autres composantes de la mémoire

de travail.

3.1.4. Mémoire spatiale et MA
Dans les premiers stades de la maladie, les patients vont également se plaindre de

désorientation dans I’espace et ce, méme dans des endroits familiers (Amieva et coll., 2005).
Ces altérations de mémoire spatiale sont retrouvées des le stade prédémentiel, ce qui en fait
un bon indicateur précoce de la mise en place de la maladie. La mémoire spatiale est définie
comme la capacité a encoder, stocker et rappeler des informations spatiales dans le but de
construire une représentation mentale de 1’environnement (ou carte cognitive). Aujourd’hui,
on sait que 1’hippocampe joue un réle important dans les processus de mémorisation spatiale
(Abrahams et coll., 1999 ; Maguire et coll., 1996 ; Maguire et coll., 1998 ; Maguire et coll.,
1999). Chez les patients atteints de la MA, les altérations de mémoire spatiale observées sont
le reflet de la mise en place précoce des Iésions histopathologiques au niveau de 1’hippocampe

et d’une atrophie de cette structure (Braak et Braak, 1991).
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3.1.5. Mémoire procédurale et MA
La MA affecte donc en priorit¢ la mémoire €pisodique, sémantique, spatiale et de

travail. En revanche la mémoire procédurale, qui met en jeu des processus automatiques basés
sur le rappel inconscient d’un apprentissage antérieur (Schacter et Tulving, 1994), semble plus
résistante, surtout lors des premiers stades de la maladie. Certains auteurs rapportent que
I’altération des autres types de mémoires (mémoire épisodique, mémoire de travail...)
interfere avec I’apprentissage, avant que celui-ci ne soit automatisé (Beaunieux et coll., 2000).
Par contre, les procédures déja acquises sont relativement résistantes a la maladie (Beatty et

coll., 1994 et 1997).

3.2. Troubles des fonctions instrumentales

Bien que les troubles mnésiques représentent une part importante des symptdmes de la
maladie, on retrouve également, avec la progression de la maladie, une altération des
fonctions instrumentales.

Les aphasies désignent des troubles du langage. Ces troubles peuvent apparaitre a tous
les stades de la maladie. Les premiéres perturbations apparaissent en début de maladie et se
traduisent par un appauvrissement du répertoire lexico-sémantique. Les patients mettent alors
en place des compensations en utilisant des paraphrases sémantiques (« fleur » pour
«rose »...). A un stade plus avancé, le manque de mot augmente et les patients sont contraints
d’utiliser des périphrases. A un stade sévere de la maladie, le discours se fait de plus en plus
pauvre, plongeant le patient dans un mutisme complet (Faber-Langendoen et coll., 1988 ;
Barkat-Defradas et coll., 2008).

L’apraxie est un ensemble de troubles de [’exécution intentionnelle d’un
comportement moteur finalisé en 1’absence de déficit moteur ou sensitif élémentaire. Ces
troubles sont fréquemment observés aux stades relativement avancés de la MA. Ils se
traduisent par une perte d’autonomie dans des tdches de la vie quotidienne : s’habiller,
cuisiner... (Lesourd et coll., 2013).

L’agnosie fait également partie de la symptomatologie de la MA. Elle se définit
comme un déficit de I’identification perceptive (visuelle, auditive, tactile, corporelle). Par
exemple, a un stade avancé de la maladie, les patients présentent des difficultés a reconnaitre

des objets ou des visages familiers (Helmes et Ostbye, 2002).
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3.3. Troubles des fonctions exécutives

Au cours de la progression de la maladie, des déficiences dans d’autres domaines
cognitifs tels que les fonctions exécutives sont observées. Elles regroupent les compétences
cognitives responsables de 1’organisation, la prise de décision, ’inhibition, et la flexibilité
mentale. La détection et I’évaluation des altérations des fonctions exécutives sont un enjeu
important au vu des répercussions importantes que celles-ci peuvent avoir sur le quotidien des
patients. Les études visant a évaluer les fonctions exécutives au cours de la MA rapportent
notamment des déficits séveres dans toutes les taches impliquant une grande flexibilité
cognitive. Par exemple, Slavin et coll. (2002) ont montré, en utilisant le paradigme local-
global de Navon, que les patients atteint de la MA ont des difficultés a passer d’une échelle a
une autre entre les différents essais. Ces résultats mettent en évidences des déficits dans leurs
capacités a désengager (inhiber) leur attention d’une échelle pour basculer vers une autre, ce
qui suggere une atteinte de leur flexibilit¢é mentale. D’autres études ont également mis en

¢vidence des déficits dans des tiches d’attention partagée (Baddeley et coll., 1986).

3.4. Troubles du comportement

La MA est aujourd’hui considérée comme une pathologie dégénérative pour laquelle il
est impossible d’occulter la dimension psycho-comportementale. Associés aux troubles
cognitifs, les troubles comportementaux sont retrouvés tout au long de la maladie et
provoquent un changement de la personnalit¢ du patient. Ainsi Benoit et coll. (2003)
rapportent dans leur étude menée sur la cohorte REAL.FR (Recherche sur la maladie
d’Alzheimer Francais) que 92% des patients avec un MMSE entre 11 et 20 et 84% des sujets
avec un MMSE compris entre 21 et 30 présentent des troubles du comportement. Les résultats
des études transversales obtenus sur 2354 patients atteint de la MA et provenant d’un des 12
centres du Consortium Européen sur la MA ont permis d’étudier la fréquence de ces déficits
chez les patients (4alten et coll., 2007). L apathie est le syndrome le plus commun, développé
chez 55% des patients. L anxiété et la dépression sont également trés fréquentes avec 37% de
patients touchés. Les symptomes les plus rares sont les hallucinations (9.1%), 1’euphorie
(4.9%) et la désinhibition (9.5%). Cependant les symptdmes peuvent varier au cours du
temps, et en fonction des stades d’évolution de la maladie. La fréquence tend généralement a
augmenter avec la sévérité du déficit cognitif méme si des pics peuvent survenir a des
moments particuliers de I’évolution. Par exemple, les symptomes dépressifs ou 1’apathie sont

présents tout au long de la maladie avec une fréquence qui augmente avec la sévérité de la
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maladie. A 1’opposé, les hallucinations sont retrouvées au début de la maladie mais
disparaissent dans les stades séveres de la maladie. Le tableau I présente les résultats de
I’é¢tude américaine de Mega et coll. (1996) portant sur une population de 50 patients. Ils

confortent ceux obtenus dans 1’étude européenne REAL.FR (Benoit et coll., 2003).

Tableau I: Percentage of Alzheimer’s disease patients with behaviors present in the three stages of dementia
severity as measured by the MMSE.

Mild % Moderate % Severe % Total %

(n=17) (n=20) (n=13) (n =50)
Delusions 12 25 31 22
Hallucinations 12 15 8 10
Agitation 47 55 85 60
Dysphoria 12 45 62 38
Anxiety 24 65 54 48
Euphoria 18 0 8 8
Apathy 47 80 92 72
Disinhibition 35 40 31 36
Irritability 35 40 54 42
Aberrant motor 12 30 84 38

MMSE = Mini-Mental State Examination ; Mild = MMSE scores 21-30 ; Moderate = MMSE scores 11-20 ;
Severe = MMSE scores 0-10. (D apres Mega et coll., 1996)

Les données de la littérature décrites ci-dessus mettent en évidence que la MA se
caractérise par des altérations cognitives trés larges, avec des troubles prédominants de la
mémoire mais également des altérations des fonctions instrumentales, exécutives et
attentionnelles. Ces atteintes cognitives s’accompagnent généralement d’atteintes psycho-
comportementales. Certaines données de la littérature, non décrites dans ce document,
rapportent également des troubles moteurs et des altérations sensorielles précoces telles que
des dysfonctionnements olfactifs (Huttenbrink et coll., 2013 ; Albers et coll., 2014). Ces
données restent controversées mais certains auteurs suggérent que les déficits olfactifs

pourraient étre considérés comme des indicateurs précoces de la MA.
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4) Diagnostic

4.1. Critéres pour établir un diagnostic

La MA demeure mal diagnostiquée. On considére en effet qu'un diagnostic est posé
seulement dans un cas sur deux, et ce déficit touche principalement les malades les plus
jeunes et les plus adgés. De plus, la maladie est essentiellement identifiée lors du stade avancé,
ce qui retarde de maniére préjudiciable la prise en charge médicale et médico-sociale des
patients et alourdit la charge des familles.

Sur le plan clinique, la MA a été décrite comme une entité clinico-pathologique double
qui pour étre completement vérifiée requiert, (1) la mise en évidence d’un syndrome
démentiel (2) des changements neuropathologiques spécifiques incluant des Iésions
intraneuronales (dégénérescences neurofibrillaires) et extraneuronales (plaques séniles)
souvent accompagnées de pertes synaptiques et de dépdts amyloides vasculaires (Dubois et
coll., 2010). Cependant, étant donné que 1’examen histopathologique des 1ésions ne peut étre
établi que post-mortem, et qu’il n’existe pas a ce jour de bio-marqueurs fiables, ce diagnostic
reste incertain. Il se base donc sur un ensemble de critéres définis par le DSM V (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorder) et le NINCDS-ADRDA (National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke et the Alzheimer’s Disease and
Related Disorders Association). Ces critéres reposent dans un premier temps sur la mise en
¢vidence d’un syndrome démentiel.

Le DSM V a proposé une série de critéres permettant de diagnostiquer une démence :
il s’agit de troubles de mémoire associés a la perturbation d’au moins une autre fonction
cognitive (langage, praxie, gnosie, fonctions exécutives...) suffisamment séveres pour retentir
sur les activités de la vie quotidienne. Une fois le syndrome de démence établi, les critéres de
McKhann et coll. (2011) permettent de retenir le diagnostic de maladie d’Alzheimer :

* Installation progressive du syndrome démentiel.

* Absence de maladie cérébrale ou systémique pouvant étre a 1’origine des troubles
mnésiques et cognitifs (tumeur cérébrale, hydrocéphalie a pression normale,
hématome sous-dural, maladie cérébro-vasculaire, maladie de Parkinson, maladie
de Huntington, carence vitamine B12, hypothyroidie, hypercalcémie,
neurosyphilis, syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA), schizophrénie...).

* Les troubles représentent un déclin par rapport a un état antérieur.

Ensuite, les criteres du NINCDS-ADRDA permettent d’établir le diagnostic d’une

MA possible, probable ou certaine en fonction des éléments suivants :
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MA possible : lorsque I’évolution de la maladie est atypique, ou lorsque le patient
présente tous les critéres d’'une MA mais qu’une autre maladie coexistante pourrait
expliquer une partie des troubles observés (accident vasculaire cérébral (AVC),
démence a corps de Lewis...).

MA probable : lorsque I’ensemble des critéres cités ci-dessus est rassemblé. Cette
probabilité augmente si le sujet présente une mutation génétique caractéristique
d’une forme familiale de la maladie (APP, PS1, PS2).

MA certaine : lorsque le sujet présente I’ensemble des critéres cités ci-dessus et
que I’examen histopathologique post-mortem du cerveau révele la présence des

1ésions caractéristiques de la maladie (DNF, plaques séniles).

D’une fagon générale, les critéres de McKhann et coll. (2011) ont une spécificité de I’ordre de

70% pour le diagnostic de MA probable avec confirmation post-mortem.

4.2. Recommandations de 'HAS (Haute Autorité de Santé) pour établir un

diagnostic clinique

Les recommandations de I’HAS (2011) stipulent que la démarche diagnostique pour

un patient qui consulte pour des troubles de mémoires ou des troubles cognitifs doit

comporter une évaluation initiale effectuée par le médecin traitant. Cette évaluation contient :

Un entretien avec le patient et avec un accompagnant capable de donner des
informations fiables sur les antécédents médicaux personnels et familiaux, les
traitements antérieurs et actuels, 1’histoire de la maladie et le retentissement des
troubles sur les activités quotidiennes de la vie du patient.

Un examen clinique afin d’apprécier ’état général du patient, le degré de
vigilance, et I’éventuelle présence de déficits sensoriels, moteurs, ou encore de
problémes cardiovasculaires.

Une évaluation fonctionnelle permettant d’évaluer le retentissement des troubles
sur la vie quotidienne du patient a I’aide de I’échelle simplifiée des activités
instrumentales de la vie quotidienne (IADL simplifié¢ (Instrumental Activities of
Daily Living)).

Une évaluation cognitive globale a 1’aide, notamment, du Mini-Mental State
Examination (MMSE). D’autres tests peuvent également étre utilisés tels que des

tests de mémoire (épreuve de rappel des 5 mots...), des tests de fluence verbale...
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* Des examens paracliniques : ces examens comprennent des analyses biologiques

qui ont pour objectif d’éliminer des pathologies pouvant étre a 1’origine des

troubles cognitifs observés (dosage de la TSH (Thyroid stimulating hormone),

hémogramme, natrémie, calcémie, glycémie, albuminémie et un bilan rénal,

dosage de la vitamine B12, bilan hépatique, VIH (virus de I’immunodéficience

humaine), sérologie syphilitique...). Une imagerie cérébrale systématique est

¢galement recommandée dans le but (1) d’éliminer des pathologies telles qu’une

hydrocéphalie, un accident vasculaire..., (2) de mettre en évidence une atrophie

cérébrale spécifique.

Si aprés cette premiere évaluation, les résultats sont en faveur d’un déclin cognitif le patient

sera confi¢ a un spécialiste pour suivre des examens plus approfondis :

Une évaluation fonctionnelle approfondie: le retentissement sur la vie
quotidienne doit étre plus précisément évalué par différents tests (IADL, ADL :
Activity of Daily Living, DAD : Disability Assessment for Dementia) afin de
mettre en ceuvre des mesures d’aides au quotidien.

Une évaluation psychique et comportementale afin de rechercher (1) les signes
d’une dépression qui peut parfois se présenter sous I’aspect d’un syndrome
démentiel, (2) des troubles affectifs, comportementaux, ou psychiatrique
(apathie, anxiété, irritabilité...) pouvant étre observés lors du développement
de la MA (Utilisation d’échelles tels que le NeuroPsychiatric Inventory : NPI).
Une évaluation neuropsychologique : cette étape vise a évaluer chacune des
fonctions cognitives : mémoires, fonctions exécutives, attention et fonctions
instrumentales, afin de dresser un profil cognitif du patient.

Des examens paracliniques spécialisés peuvent étre proposés dans des cas ou le
diagnostic est difficile a poser ou si 1’évolution de la maladie est atypique. Ils
comprennent par exemple (1) des examens d’imagerie cérébrale afin d’écarter
I’hypothese d’une dégénérescence fronto-temporale, (2) une analyse du liquide
céphalo-rachidien (LCR) afin d’évaluer les niveaux de protéine Tau et de
peptide B-amyloide (AP), une étude génétique chez les patients ayant des

antécédents familiaux.
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La MA débute bien avant le stade démentiel par installation a bas bruit des lésions
histopathologies et par ’apparition de troubles cognitifs. L’évolution se fait sur plusieurs
années avec [D’apparition d’une dépendance progressive et un retentissement sur les
activités de la vie quotidienne (toilette, habillage, alimentation, déplacement) et sur
D’entourage. Le diagnostic de la MA ne peut étre établi avec certitude que grdce a des
preuves anatomopathologiques ou a la découverte de mutations génétiques. Afin d’établir
un diagnostic clinique précoce, différents examens permettent d’évaluer I’atteinte cognitive
et la mise en place d’une démence de type Altheimer. Cependant, les personnes
diagnostiquées avec ces critéres sont déja arrivées au stade démentiel de la maladie. Or il
parait indispensable de pouvoir détecter la maladie au plus tot. Ces dix derniéres années
ont été le témoin d’une nette évolution dans le champ diagnostic de la MA. Le diagnostic
clinique s’est notamment enrichi grdce a ’identification de biomarqueurs biologiques, et

aux avancées en matiere d’imagerie morphologique et fonctionnelle.

5) Physiopathologie de la Maladie d’Alzheimer

Comme nous I’avons mentionné précédemment, le diagnostic définitif de la MA ne
peut étre posé avec certitude qu’aprés un examen cérébral post-mortem mettant en évidence
les marqueurs physiopathologiques spécifiques de la MA : les plaques séniles et les
dégénérescences neurofibrillaires (DNF). Ces Iésions caractéristiques de la MA sont
généralement associées a de nombreuses autres 1ésions telles qu’une neuroinflammation, un
dysfonctionnement cholinergique, un stress oxydatif... Cependant, la contribution de chacune
de ses 1ésions est différente, et le niveau de leur implication dans 1’étiologie de la MA n’est
pas clairement établi. Dans cette partie, sont mentionnées les données de la littérature
concernant (i) les processus conduisant a la formation et au dépot du peptide amyloide et de la
protéine Tau puis (ii) certaines autres lésions majeures de la MA : la neuro-inflammation, les
perturbations synaptiques et neuronales, ainsi que I’atrophie cérébrale qui accompagnent cette

maladie.

5.1. Amyloidogeneése
L’analyse histopathologique du cerveau des patients atteints de la MA révele la
présence de dépots d’une substance sphérique, plus ou moins compacte : il s’agit des plaques

amyloides. Ces plaques amyloides sont constituées d’un polypeptide appelé peptide amyloide
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(AB). Ce peptide est un produit catabolique normal dérivé d’une protéine nommée APP

(amyloid precursor protein).

5.1.1. Amyloid Precursor Protein (APP)
APP est la protéine précurseur du peptide amyloide. Elle appartient a la famille des

protéines précurseurs amyloides qui comprend, chez les mammiféres, APP et les protéines
APLP1 (APP-like protein 1) et APLP2 (APP-like protein 2) (revue dans Evin et Li, 2012).
Seule APP génére un fragment amyloidogénique. Le géne codant pour APP a été localisé sur
le chromosome 21 (au locus 21g21) et comprend 18 exons (Jenkins et coll., 1988). 11 est
exprimé dans une grande variété de tissus chez les mammiféres (cerveau, rein, poumon, foie,
cceur) mais son expression est particulierement élevée au niveau du systéme nerveux, dans les
neurones mais également dans certaines cellules gliales (Selkoe, 1994). L’épissage alternatif
génere plusieurs isoformes de cette protéine, dont le nom dépend du nombre d’acides aminés.
Dans le systéme nerveux central (SNC), les isoformes majoritairement présentes sont
APP695, APP751, et APP770 (figure 2) ; I'isoforme APP695 est prépondérante dans les
neurones (revue dans Evin et Li, 2012 ; Tanaka et coll., 1989).

APLP2,;, N

—
%g
(9]

APP,,, N KPI Ox2 AB C

APPgs5 qd & L
APLP155 N I

Figure 2 : Structure des différents membres de la famille de protéines APP. Ce sont toutes des glycoprotéines
trans-membranaires de type I. La séquence amyloide contient 42 résidus amino-acides qui se trouvent
partiellement a ’extérieur de la membrane cellulaire et s’é¢tendent jusqu’au domaine trans-membranaire de la
protéine. (D aprés Nalivaeva et coll., 2013).
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La protéine APP poss¢de un seul domaine transmembranaire, un treés large domaine N-
terminal (environ 650 a 700 acides aminés) situé dans I’espace extracellulaire ainsi qu’un
court domaine C-terminal (47 acides aminés) situé dans le cytoplasme (Dyrks et coll., 1988 ;
Kang et coll., 1987). Le fragment peptidique correspondant au peptide AP est une séquence
de 42 acides aminés. Bien qu’il ait été démontré chez diverses especes qu’APP présente une
séquence d’acides aminés trés conservée, il s’avére que chez le rongeur, la région
correspondant au peptide AP différe de celle de ’homme de 3 acides aminés (Arg5 substituée
par Gly, Tyr10 par Phe et His13 par Arg). Cette différence de séquence rend le peptide Ap du
rongeur moins enclin a former des agrégats amyloides (Fraser et coll., 1992).

Méme si le role physiologique de APP n’a pas été clairement défini, il semblerait qu’il
soit impliqué dans 1’adhésion cellulaire (cellule-cellule et cellule-surface) (Breen et coll.,
1991), la croissance neuritique ainsi que dans la formation des synapses (Kamal et coll., 2000,
Priller et coll., 2006 ; revue dans Gralle et Ferreira, 2007 et Nalivaeva et Turner, 2013). Son
expression est augmentée pendant la différenciation neuronale et apres atteinte de 1’intégrité
neuronale. Des roles dans la signalisation cellulaire et la potentialisation a long terme ont été

¢galement suggérés (revues dans Turner et coll., 2003; Zheng et coll., 20006).

5.1.2. Métabolisme de ’APP
Apres sa traduction et son transport dans le réticulum endoplasmique ou elle subit les

premicres étapes de glycosylation, la protéine APP est transportée vers la membrane
plasmique a travers 1’appareil de Golgi, au sein duquel vont s’effectuer ou s’achever les
différentes modifications post-traductionnelles. A ce stade APP peut étre sécrétée ou rester
ancrée a la membrane. A partir de la membrane plasmique, une fraction de I’APP peut étre
internalisée et livrée aux endosomes. Une fois qu’elle atteint le compartiment endosomal,
APP peut de nouveau étre redirigée vers la membrane plasmique ou étre dirigée vers les
lysosomes pour étre dégradée (figure 3) (Thinakaran et Koo, 2008).

De fait, d’un point de vue cellulaire, APP peut donc étre localisée dans différentes
structures membranaires comme le réticulum endoplasmique, 1’appareil de Golgi, certains
organites vésiculaires ou encore la membrane cellulaire. Il semblerait d’ailleurs qu’elle puisse
subir des clivages enzymatiques différents en fonction du compartiment intracellulaire ou elle
est située (Huse et Doms, 2001 ; Thinakaran et Koo, 2008 ; O’Brien et Wong, 2011 ;
Brunholz et coll., 2012).
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Figure 3 : Trafic intracellulaire de la protéine APP. Les protéines APP naissantes vont maturer via la voie
sécrétoire constitutive. Lorsqu’APP atteint la surface de la cellule, elle est rapidement internalisée dans les
endosomes. Elle va ensuite pouvoir étre soit recyclée a la surface de la cellule soit dégradée par la voie
lysosomale. Le clivage d’APP par la voie non-amyloidogenique se produit principalement a la surface de la
cellule ou I’a-sécrétase est présente. La voie amyloidogénique quant a elle s’effectue en transit par les organites
d’endocytose ou I’APP rencontre la B-sécrétase. (D’aprés Kulandaivelu et coll., 2006)

Il existe deux grandes voies de clivage d’APP : une voie dite non-amyloidogénique
qui n’aboutit pas a la formation de peptides amyloides et une voie dite amyloidogénique qui

est a I’origine des peptides amyloides (Selkoe, 1994).

a) La voie non-amyloidogénique (ou physiologique)

La voie non-amyloidogénique, qui intervient principalement a la surface cellulaire
(Parvathy, 1999), débute par I’action de l’o-sécrétase qui clive APP au sein méme du
fragment AP (figure 4a), empéchant ainsi la formation du peptide amyloide (figure 4b). Ce
clivage a lieu dans I’espace extracellulaire. Trois membres de la famille ADAM (A
disintegrin and metalloproteinase) ont été considérés comme de bons candidats pour I’activité
a-sécrétase, a savoir ADAMI17 aussi appelé TACE (Tumor Necrosis o Converting Enzyme),
ADAMI10 et ADAMO (Kuhn et coll., 2010). Ce premier clivage de I’APP par 1’a-sécrétase,
génére deux fragments : le fragment N-terminal sAPPo aux propriétés neurotrophiques

(Caillé et coll., 2004 ; Demars et coll., 2013) et le fragment membranaire C-terminal C83 (a-
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CTF). Le fragment C83 est un fragment membranaire qui peut subir un clivage par la y-
sécrétase donnant ainsi deux nouveaux fragments : le P3 aux propriétés encore inconnues et
I’AICD (APP intracellular domain) facteur de transcription (von Rotz et coll. 2004, Kimberly
et coll., 2001). Cette y-sécrétase est un complexe multi-protéique de haut poids moléculaire,
constitué des présénilines PS1 et PS2, de la nicastrine, et de deux protéines membranaires
Aph-1 (Anterior pharynx-defective phenotype 1) et Pen-2 (Presenilin enhancer 2) (Wolfe et
coll., 1999 ; Li et coll., 2000 ; Marlow et coll., 2003 ; Francis et coll., 2002 ; Lee et coll.,
2002). Nicastrine et Aph-1 stabiliseraient les présénilines dans le complexe tandis que Pen-2
serait nécessaire au clivage endo-protéolytique des présénilines qui confere [’activité

catalytique y-sécrétase (Strooper, 2003).

b) La voie amyloidogénique (ou pathologique)

La voie amyloidogénique, qui intervient principalement au sein du systéme
endosomal/lysosomal, est caractérisée par 1’action séquentielle de deux sécrétases qui clivent
I’APP pour libérer le peptide AP (figure 4c). Dans un premier temps, APP est clivé par la -
sécrétase, enzyme également appelée BACE (B-site APP Cleaving Enzyme). BACE peut
cliver APP en deux sites distincts (figure 4a) :

* au niveau de I’aspartate 1, qui est la coupure normale donnant les peptides
amyloides (1-X)

* mais également au niveau du résidu glutamate 11, décrit comme un site de
clivage alternatif de I’APP (clivage B’-sécrétase) et donnant lieu a des peptides
amyloides plus courts (11-X).

Ce clivage conduit a la sécrétion du fragment N-terminal sAPPf plus court que le
sAPPa et a la formation du fragment C-terminal C99 constitué de la totalité du peptide AP et
de la queue cytoplasmique. Le fragment C99 subit alors un second clivage par la y-sécrétase
qui libére le peptide AP dans le milieu extracellulaire et I’AICD dans le milieu intracellulaire.
Ce clivage produit des variantes du peptide AP, en AP (11-X) et AR (1-X) avec X=38 a 43
(Kummer et Heneka, 2014). Les peptides majoritaires issus de la voie amyloide sont chez les
sujets sains (Seubert et coll., 1992) :

* La forme courte AB-40, la plus abondante (90% des peptides sécrétés) : cette
forme posséde des capacités d’agrégation lentes.
* La forme longue AB-42 (majorit¢ des 10% restants), qui s’agrége plus

rapidement et est a 1’origine des principaux effets toxiques.
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Figure 4 : Maturation protéolytique de la protéine APP. (a) Représentation schématique de la structure de I’APP
avec le domaine AP représenté en rouge. Les sites de clivage par les o, - et y-sécrétases sont indiqués en
utilisant la numérotation de I’ AP a partir de I’extrémité N-terminale (Aspl). (b) La voie non-amyloidogénique de
clivage de I’APP aboutit & un traitement séquentiel de I’APP par les a- et y-sécrétase membranaires. L’a-
sécrétase clive au sein méme du domaine AP, empéchant ainsi la génération de ce peptide. (¢) La voie
amyloidogénique de maturation de I’ APP est réalisée par I’action successive de B- et y-sécrétases membranaires.
(D apreés Richard J. O Brien et Philip C. Wong, 2011)
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Dans les conditions normales, AP est dégradé par les peptidases IDE (insulin degrading
enzyme), neprylisine et par I’endotheline converting enzyme (Ling et coll., 2003 ; Qiu et
Folstein, 2006 ; Farris et coll., 2003). Dans la MA, la surproduction du peptide amyloide est
associée a un déreglement de la balance entre ces deux voies : la voie amyloidogénique est
privilégiée.
5.1.3. Peptide amyloide et Maladie d’Alzheimer

Les peptides AP produits par la voie amyloidogénique différent par la composition de

leurs extrémités C- et N-terminales, qui leur procurent une solubilité différente, ainsi que des
propriétés biologiques et toxiques distinctes. Ils sont présents dans le cerveau sous différentes
tailles et différents états d’agrégation, allant des oligomeres solubles aux agrégats en fibrilles.

Il faut souligner que la voie amyloidogénique ne conduit pas forcément a une
pathologie. Le peptide AP est produit de fagon physiologique dans le cerveau et le LCR tout
au long de la vie (Haass et coll., 1992). C’est le déréglement de sa production qui est
pathogéne, avec soit une surproduction des différentes formes de peptides AP, soit une
augmentation spécifique du taux de peptides AP-42. Cette forme est en effet plus
neurotoxique, du fait de sa grande capacité a s’agréger (Yan and Wang, 2007).

Le ratio entre AB-40 et AB-42 est largement en faveur de la forme courte dans les
conditions physiologiques (90%). L’augmentation de ce ratio est considérée comme marqueur
précoce de I’apparition de la MA (Findeis, 2007). Ce changement serait a 1’origine de la
formation de dépots amyloides dans les tissus cérébraux de patients atteints de la MA (Chang
et Chen, 2014). On distingue deux types de dépdts amyloides : les plaques diffuses et les
plaques séniles (Adrmstrong, 2009). Les plaques diffuses sont trés largement composées d’Af-
42 et ne sont pas toxiques. Elles sont retrouvées dans différentes structures du systéme
nerveux central aussi bien chez les malades que chez les personnes saines. Elles
représenteraient néanmoins les formes « préamyloides » qui donnent naissance aux plaques
séniles (Iwatsubo et coll., 1996 ; Amstrong, 2009). Les plaques séniles quant a elles sont
composées d’un mélange de peptides AP40-42 agrégés sous forme de feuillets plissés B
entourés d’une couronne de prolongements nerveux en dégénérescence (axones et dendrites
dystrophiques) (Armstrong, 2006). Elles sont souvent accompagnées d’une réponse
inflammatoire. Ces dernieres sont spécifiques de la MA mais aucune corrélation n’a été
montrée entre la présence de plaques séniles et les troubles cognitifs associés a la MA
(Vehmas et coll., 2003). Ces plaques amyloides sont présentes trés tot dans 1’évolution de la

MA, puis aprés une phase d’augmentation, le nombre de plaques atteint un plateau et ne suit
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donc pas le profil de dégradation cognitive observée au cours de la MA (Craig-Schapiro et
coll., 2009).

Par ailleurs, des données récentes de la littérature, laissent supposer que la présence
d’oligomeres solubles de peptides AP aurait également une grande importance
physiopathologique (Walsh et Selkoe, 2007 ; Larson et Lesné, 2012 ; Rosenblum, 2014). La
présence de ces oligomeres serait plus fortement corrélée aux déficits cognitifs associés a la
maladie que les plaques amyloides. Chez I’'Homme, Wang-Dietrich et coll. (2013) ont montré
une corrélation négative entre les taux d’oligomeres AP dans le LCR et les scores obtenus par
les patients dans I’examen du MMSE. Ces résultats suggerent que la quantité d’oligoméres
AP refléte la gravité de la maladie et que les oligomeres d’A joueraient un role crucial dans
la pathologie. Ces résultats sont confortés par les travaux de Lue ef coll. (1999) qui ont mis en
¢vidence une forte corrélation négative entre les taux d’oligomeéres solubles AP (1-40) et la
perte synaptique observée dans le cortex entorhinal et le gyrus frontal supérieur de patients
atteints de la MA. En 2008, Shankar et coll. ont montré que 1’injection d’oligomeéres solubles
d’AP humaines au niveau des ventricules latéraux de rats induisait des déficits de mémoire
dans une tache d’évitement passif. Des données émergentes de la littérature suggerent que ces
oligomeres solubles pourraient potentiellement étre synaptotoxiques et exerceraient leurs
effets toxiques en se fixant au niveau des synapses (Wilcox et coll., 2011 ; Larson et Lesné,
2012). En effet, des études menées sur des modeles animaux transgéniques de la MA
(APP/PS1) ont mis en évidence une co-localisation des oligomeéres solubles et du marqueur de
densité post-synaptique PSD-95 (Koffie et coll., 2009). Enfin, I’injection intra-cérébrale
d’oligomeres solubles chez le rat semble entrainer un blocage de la potentialisation a long
terme (PLT) (Walsh et coll., 2002). Les mécanismes par lesquels ces oligomeres induiraient

une synaptoxicité restent encore flous (revue dans Lacor, 2007 ; Benilova et coll., 2012).

5.1.4. Régionalisation des plaques amyloides

Dans un premier temps, les plaques amyloides sont observées dans le néocortex puis
se propagent dans le cortex entorhinal, I’amygdale, 1’insula, le cortex cingulaire, ainsi que
dans I’hippocampe. Lors d’un stade plus avancé, certains noyaux sous-corticaux seraient
ensuite touchés, comme le striatum, le thalamus et I’hypothalamus, suivis d’autres noyaux du
tronc cérébral, et enfin le pont et le cervelet. L’évolution de ces 1ésions peut étre résumée en
trois phases : une premicre phase néocorticale, puis une phase limbique et enfin une phase

sous-corticale (figure 5) (Thal et coll., 2002).
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Figure 5 : Evolution des dépdts amyloides (a) au cours du développement de la maladie d’Alzheimer (b).
(D aprés Jucker et Walker, 2013)

5.2. Dégénérescences neurofibrillaires et protéines Tau

Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) sont caractérisées par 1’accumulation
intraneuronale de matériaux fibrillaires appelés « filaments hélicoidaux appariés » (Kurt et
coll, 1997). Ces filaments sont principalement composés de protéines Tau
hyperphosphorylées (Brion et coll., 1985; Grundke-Igbal et coll., 1986 ; Goedert et coll.,
1988 ; Morishima-Kawashima et coll., 1995).

5.2.1. Structure et fonctions des protéines Tau

Les protéines Tau appartiennent a la superfamille des protéines MAP (Microtubule-
Associated Proteins) (Dehmelt et Halpain., 2004). Principalement exprimées au niveau des
neurones, elles participent a la polymérisation de la tubuline, a la stabilisation des
microtubules (Drubin et Kirschner, 1986), au transport d’organites le long des microtubules, a
la croissance des neurites, mais également a la signalisation cellulaire en interagissant avec
des protéines tel que PIP, (revue dans Johnson et Hartigan, 1999). Le géne codant pour les
protéines Tau est localisé sur le chromosome 17, et le transcrit primaire contient 13 exons
(Andreadis et coll., 1992). Dans le cerveau humain, il existe six isoformes de la protéine Tau
résultant d’un épissage alternatif des exons 2, 3 et 10 du transcrit primaire (figure 6). Cet
épissage génere dans le cerveau six isoformes qui différent par la présence (1) de la séquence
codant pour I’exon 10, (2) des exons 2 et 3 (notons que I’exon 3 est toujours accompagné de
I’exon 2), (3) de trois ou quatre régions répétées dans la partie carboxy-terminale (C-
terminale) de la molécule, (4) et la présence d’un ou deux inserts (29 ou 58 acides aminés)

dans la partie amino-terminale (N-terminale) (Andreadis et coll., 1992).
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Figure 6 : Représentation schématique du géne codant pour la protéine Tau humaine, de son transcrit primaire et
des six isoformes de la protéine tau présents dans le SNC. Le géne codant la protéine tau humaine est situé sur le
chromosome 17 en position 17g21 et contient 16 exons. Le transcrit primaire contient 13 exons. Les exons 1, 4,
5,7,9, 11, 12, 13 sont constitutifs, et les exons 2, 3 et 10 sont alternativement épissés, donnant naissance a six
ARNm différents, qui sont a I’origine une fois traduits des six isoformes de la protéine Tau. Ces isoformes
différents par I’absence/présence des 29 acides aminés codés par I’exon 2 (zones jaunes) et 3 (zones vertes) dans
la partie amino-terminale, mais également par la présence de trois (R1, R3 et R4) ou quatre (R1-R4) régions
répétées (boites noires) dans la partie carboxy-terminale. Le quatriéme domaine de liaison aux microtubules est
codé par I’exon 10 (zone rayée). Les isoformes de la protéine tau adulte comprennent les formes longues de 441,
410, 412 acides aminés et les formes courtes composées de 381 et 383 acides aminés (D ‘aprés Buée et coll.,
2000).

D’un point de vue fonctionnel les protéines Tau sont composées de deux domaines (figure 7)
(pour revue Buée et coll., 2000):

* Un domaine « de projection » qui comprend les exons 2 ou 2+3 qui conferent a la
protéine une longueur différente en fonction des isoformes. Ces deux inserts tres
acides sont suivis d’une région basique riche en proline. Ce domaine permet a la
protéine Tau liée au microtubule d’interagir avec la membrane plasmique et
certains organites comme les mitochondries, jouant ainsi un réle majeur dans la

structuration du cytosquelette.
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* Un domaine « de liaison » au microtubule au niveau C-terminal qui comprend des
motifs répétés. Ces motifs répétés sont des séquences de 18 acides aminées notées
R1 a R4, encodées par les exons 9 a 12 et permettant la fixation de Tau au
microtubule. Cette région serait impliquée dans 1’assemblage et la stabilisation des
microtubules. Les isoformes composés de 4 régions répétées (4R) stabiliseraient

davantage les microtubules que les isoformes 3R.
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Figure 7 : Représentation schématique des domaines fonctionnels de I’isoforme la plus longue de la protéine tau
(441). Le domaine de projection, comprenant une région riche en acide et une région riche en proline, interagit
avec les ¢léments du cytosquelette afin de déterminer les espacements entre microtubules dans les axones. La
partie C-terminale correspond au domaine de liaison au microtubule et régule le taux de polymérisation des
microtubules. (D ‘aprés Buée et coll., 2000)

5.2.2. Régulation de I’état de phosphorylation de la protéine Tau

La phosphorylation constitue la principale modification post-traductionnelle des
protéines Tau. Parmi les 85 résidus sérines et thréonines présents sur la protéine Tau, 30 sont
phosphorylés dans des conditions physiologiques (tableau II). Ces phosphorylations
permettent la régulation de I’interaction Tau/microtubules et par conséquent la stabilité des
microtubules (Sergeant et coll., 2008). Lorsqu’elles portent en particulier sur la région riche
en prolines située en amont des motifs répétés, elle diminue I’affinité de la protéine Tau pour
les microtubules, entrainant leur dépolymérisation. La phosphorylation des résidus sérine 262
et 356 (selon la numérotation de 1’isoforme la plus longue), situés respectivement dans le
premier et quatrieme domaine de liaison, modulerait également I’affinité des protéines Tau
aux microtubules. Les différents états de phosphorylation de la protéine Tau résultent de

I’activité de nombreuses kinases et phosphatases (Trojanowski et Lee, 1995).

35



Tableau II : Sites de phosphorylation de la protéine Tau. La numérotation correspond a 1’isoforme comprenant
441 acides aminés. Y : tyrosine ; T : thréonine ; S : sérine. (D ‘aprés Martin et coll., 2013)

‘ Site de phosphorylation de la protéine Tau

Sites retrouvés Sites retrouvés au . .
exclusivement au niveau niveau du cerveau de Sites retrou.v o8 dans les . . .
du cerveau de patients patients atteints de la c01.1d1t1(.)ns Sites présomptifs
atteints de la MA MA et de sujets sains physiologiques

Y18 S46 T17 T30

S68 T181 Y29 S61

T69 S198 T39 T63

T71 S199 T50 S64

S113 S202 T52 T76

T123 T205 S56 S129

T153 T212 T95 S137

T175 T217 T101 Y310

T184 T231 T102 T319

S185 S235 T111 T377
S191 S400 S131
Y197 S404 T135
S208 S412 T149
S210 S413 T169
S214 S416 S195
S237 T222
S238 S241
S258 T245
S262 T273
S289 S285
S356 S293
Y394 S305
T403 S316
S409 S320
S422 S324
T427 S341
S433 S352
S435 T361
T373
T386
T414
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a) Kinases de Tau

Les kinases impliquées dans la phosphorylation de Tau sont nombreuses. Parmi les plus

communes, on trouve (figure 7) :

GSK3p (glycogen synthase kinase 3f), une kinase impliquée dans de
nombreux mécanismes physiologiques tels que la prolifération cellulaire, et
I’apoptose (Jaeger et coll., 2013 ; Hur et Zhou, 2010). D’un point de vue
fonctionnel, il a été montré que la phosphorylation de GSK3p au niveau des
sérines 9 et 389 entraine I’inhibition de I’activité de cette kinase, alors que la
phosphorylation au niveau de la tyrosine 216 augmente I’activité de GSK3f
(Stambolic et R. Woodgett, 1994 ; Hughes et coll., 1993). Tau peut étre
phosphorylée par GSK3f au niveau de 42 résidus (pour revue Martin et coll.,
2013).

les MAPK (mitogen activated protein kinase), avec ERK1/2 (extracellular
signal-regulated kinase 1/2), JNK (jun kinases) et p38. Ces kinases jouent un
role dans la phosphorylation anormale de Tau au niveau de sites de
phosphorylation retrouvés chez des patients atteints de la MA.

CaMKII (calcium/calmodulin-dependent kinase II) : aprés une activation par la
calmoduline, CaMKII va pouvoir activer un certain nombre de substrats, parmi
lesquels se trouve la protéine Tau (Yamamoto et coll., 2005 ; Yoshimura et
coll., 2003).

la PKA (Protéine Kinase A), la PKC (protéine kinase C), CDK5 (Cyclin-
Dependent Kinase 5)...

b) Phosphatases de Tau

L’état de phosphorylation/déphosphorylation de Tau est régulé par une balance entre

I’activité des kinases et celle des phosphatases. Parmi les phosphatases on retrouve les

protéines phosphatases PP1, PP2A, PP2B (aussi connue sous le nom de calcineurine) et PP5

(Igbal et Grundke-Igbal, 2005). Dans des conditions physiologiques, la phosphatase

prédominante agissant au niveau du cerveau humain est PP2A, avec une part d’activité de

71% comparée aux autres phosphatases (PP2B 7% ; PP5 11%) (Martin et coll., 2013).
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Tau phosphorylation sites identified Tau phosphorylation sites found in AD brains

Tau phosphorylation sites:

B Exclusively found in AD brains
. Found in AD and control brains

. Phosphorylated by identified kinase(s)
. Phosphorylated by unknwon kinase(s)

. Phosphorylated exclusively in AD brains CaMKIl
and by unknwon kinase(s)
TTBK1-2
CDK5
JNK1-3

Erk1-2
p38
PKA

GSK3
CK1/2

Figure 8 : Kinases de la protéine Tau. Pour chaque kinase sont répertoriés, (i) sur la gauche tous les sites de phosphorylation de la protéine Tau, (ii) sur la droite les sites de
phosphorylation trouvés dans le cerveau de patients atteints de la MA. (D’aprés Martin et coll., 2013)
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5.2.3. Hyperphosphorylation de la protéine Tau et Maladie d’Alzheimer

Une phosphorylation anormale ou excessive est observée dans le cas de la MA. La
phosphorylation anormale résulte en une phosphorylation au niveau de sites qui, dans des
conditions physiologiques, ne sont pas concernés par la phosphorylation : on parle d’épitope
non-physiologique. Une phosphorylation excessive correspond a une phosphorylation
amplifiée au niveau d’un ou plusieurs site(s) physiologique(s).

Dans la MA un certain nombre de sites apparaissent comme hyperphosphorylés ou
anormalement phosphorylés et ce profil concerne les six isoformes de la protéine Tau (Martin
et coll., 2013) (tableau II). Des méthodes immunologiques ont permis de mettre en évidence
que ces sites se trouvent essentiellement dans le domaine central riche en prolines. On
retrouve €galement certains sites au sein de la région répétée et au niveau de I’extrémité C-
terminale (figure 8). Cette hyperphosphorylation diminuerait 1’affinit¢ de Tau pour les
microtubules et favoriserait ainsi la dissociation de la protéine Tau des microtubules (figure
9). Cette dissociation conduit a un désassemblage des microtubules et donc a une
déstabilisation du cytosquelette pouvant étre a 1’origine d’un dysfonctionnement neuronal
(Liu et coll., 2007).

Par ailleurs 1I’augmentation du nombre des protéines Tau libres hyperphosphorylées va
favoriser I’auto-assemblage des protéines Tau en filaments. En effet Alonso et coll. (2001) ont
montré que des protéines Tau anormalement hyperphosphorylées isolées de cerveaux de
patients atteints de la MA polymérisent in vitro pour former des filaments en paires appariés
(PHF : paired helical filament) ; les conditions d’auto-assemblage ne nécessitent pas de co-
facteur. Tous ces résultats suggeérent donc que [’hyperphosphorylation de Tau est
probablement suffisante pour la formation des PHF et pourrait étre le mécanisme moléculaire
a ’origine des 1ésions neurodégénératives dans la MA. Les PHF vont par la suite s’agréger
pour former les DNF (4lonso et coll., 2001 ; Trojanowski et Lee, 1995 ; Mazanetz et Fischer,
2007). De plus, Tau présenterait comme AP la capacité d’activer le systtme complément et

ainsi de générer une réponse inflammatoire (Zilka et coll., 2012 ; Wes et coll., 2014).
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Figure 9 : Formation des DNF. a) Les microtubules sont des polyméres solides cylindriques composés d’o- et de
B-tubuline qui fournissent un support structural pour les neurones. Tau est la principale protéine associée aux
microtubules dans les neurones et elle permet la stabilisation de [I’architecture des microtubules par
I’intermédiaire de motifs de liaison a la tubuline. b) La phosphorylation de Tau au niveau de certains sites
sérine/thréonine par certaines kinases (GSK3p, CDKS...) diminue I’affinité de Tau pour les microtubules, ce qui
se traduit par la déstabilisation des microtubules. c¢) La protéine Tau anormalement phosphorylée se dissocie des
microtubules neuronaux et s’accumule pour former des PHF (paires de filaments hélicoidaux) (PHF). d) Ces
PHF vont s’associer pour former des agrégats insolubles appelés dégénérescences neurofibrillaires (DNF)
toxiques pour la cellule. (D ‘aprés Mazanetz et Fischer, 2007)

5.2.4. Régionalisation des DNF
La dégénérescence neurofibrillaire progresse dans 1’espace cérébral selon une

topographie qui suit fortement 1’évolution des déficits cognitifs. Elle commence dans les
régions temporales internes telles que les cortex trans-entorhinal et entorhinal, et
I’hippocampe expliquant les troubles de mémoire des faits récents et s’étend séquentiellement
aux autres structures limbiques comme I’amygdale et le thalamus. Elle va par la suite
s’étendre jusqu’aux aires associatives corticales, expliquant la perte globale des fonctions
cognitives. Enfin, dans les cas les plus sévéres, elle peut étre détectée au sein des aires
sensorielles primaires, motrices, et visuelles, ainsi que dans d’autres structures sous-corticales

telles que le striatum et la substance noire (figure 10) (Braak et Braak, 1997).
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Figure 10 : Densit¢é moyenne des lésions neurofibrillaires chez un patient atteint de MA en fonction de la
topographie. Face externe (image de gauche) et interne (droite) de la surface corticale. L’échelle de couleur va
du moins au plus sévérement touché. A noter atteinte trés sévére (rouge) du cortex trans-entorhinal, atteinte
marquée (orange) du cortex entorhinal et le respect des aires sensorielles primaires (en bleu foncé) (D apres
Duyckaerts et Dickson, 2003).

5.3. La neuroinflammation

L’inflammation constitue un ensemble de réactions vasculaires, cellulaires et tissulaires
provoquées par une agression ; réactions ayant pour but de stopper un stimulus dommageable.
On distingue deux types d’inflammations : I’inflammation aigué qui est la réponse initiale de
I’organisme face a un stimulus dommageable entrainant une cascade d’événements
biochimiques et I’inflammation chronique qui est, quant a elle, causée par un état
inflammatoire prolongé et caractérisée par un changement graduel du type de cellules au site
de linflammation menant a une guérison et une destruction simultanée des cellules
environnantes (Chandrasoma et Taylor, 1997).

L’implication des mécanismes inflammatoires dans 1’étiologie de la MA est
aujourd’hui reconnue par bon nombre d’auteurs; il est clairement établi que la MA
s’accompagne d’une réponse inflammatoire (Akiyama et coll., 2000 ; revue dans Wyss-Coray
and Rogers, 2012). Le role de I’inflammation en revanche reste controversé : méme si durant
les premiers stades de la maladie, 1’activation des microglies et des astrocytes semble
favoriser 1’élimination du peptide A, 1’activation chronique des microglies s’accompagne
d’une augmentation concomitante du nombre de peptides AP et de la phosphorylation de Tau.

Par ailleurs, des données émergentes de la littérature obtenues chez I’homme et sur des
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modeles animaux rapportent que 1’administration d’anti-inflammatoires semble diminuer le
risque de développer la MA, réduire les dépdts amyloides et ralentir la progression des
déficits cognitifs (Hiill et coll., 1999 ; revue dans Méraz-Rios et coll., 2013). Au laboratoire,
Stephan et coll. (2003) ont notamment montré que 1’administration d’anti-inflammatoires
non-stéroidiens, a des rats ayant recus des injections de peptides AP42-43 dans le gyrus
dentelé, restaure les déficits de PLT au niveau du gyrus dentelé ainsi que les déficits de

mémoire de travail.

5.3.1. Les médiateurs cellulaires de la réponse inflammatoire

La neuroinflammation dépend principalement des microglies. Les cellules
microgliales jouent un réle important en tant que résidents immunocompétents dotés d’un
pouvoir phagocytaire (Kim et Vellis, 2005). Chez un sujet sain, elles sont présentes a 1’état
inactif et distribuées uniformément a travers le cerveau (Fernandes et coll., 2014). Les
microglies sont alors trés sensibles aux changements du milieu ou elles se trouvent et
explorent le cerveau pour y nettoyer les débris, y éliminer les cellules apoptotiques ou
endommagées, et y découvrir les ¢léments plus destructifs comme une infection ou une
inflammation locale. Une fois activée, la microglie qui a adopté une nouvelle morphologie,
est capable de phagocytose, de cytotoxicité et d’induction de I’apoptose. Elle initie la réponse
inflammatoire en libérant des molécules pro-inflammatoires comme les interleukines 1113, 116
et facteur de nécrose tumorale TNFa (figure 11). Dans le cas d’une neuroinflammation plus
complexe comme celle présente pour la MA, la microglie peut rester activée de facon
continue, causant une cascade inflammatoire perpétuelle accélérant I’inflammation et pouvant
causer a plus long terme la mort neuronale (Eikelenboom et coll., 20006). L’analyse des
plaques neuritiques montre une concentration anormalement ¢levée de microglies activées
autour et a I’intérieur de celles-ci (D 'Andréa et coll., 2003). Cette co-localisation des cellules
microgliales activées et des plaques séniles a été interprétée dans la littérature comme une
conséquence secondaire du processus physiopathologique de la MA (Fillit et coll, 1991;
Hickman et coll, 2008 ; Johnston et coll, 2011 ; Liu et Chan, 2014 ; Varnum et lkezu, 2012).

La réponse inflammatoire est également médi¢e dans le SNC par les astrocytes (Degos
et coll., 2009). Les astrocytes fournissent les conditions adéquates pour le bon fonctionnement
des neurones et des synapses et sont impliquées dans la sécrétion et le recyclage de
neurotransmetteurs, [’homéostasie ionique, la régulation du métabolisme énergétique, le
remodelage synaptique, le traitement de I’information, et la transmission de signaux (4Araque

et Navarrete, 2010).
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Figure 11 : Les peptides AP forment des agrégats qui activent les microglies via les TLR (toll like receptor) et
les récepteurs RAGE. Ces récepteurs vont, a leur tour, activer des facteurs de transcription induisant la
production par les astrocytes et les microglies d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) ainsi que la production de
cytokines inflammatoires (IL1, IL6, TNF). Ces facteurs inflammatoires vont agir directement sur les neurones et
les astrocytes amplifiant ainsi la réponse inflammatoire. Ceci est a I’origine de I’effet neurotoxique de
I’inflammation dans la MA. Les médiateurs inflammatoires produits par les cellules résidentes du SNC vont
également induire la production de molécules d’adhérence et de chimiokines afin de recruter des cellules
immunitaires périphériques (D ‘aprés Méraz-Rios et coll., 2013).

Il a été démontré que la présence de peptides amyloides permettait I’activation des
astrocytes via les récepteurs Toll (TLR) et les voies RAGE-dépendantes (Wyss-Coray et
Rogers, 2012). Leur activation entraine un changement morphologique et fonctionnel qui leur
donne notamment la capacité de pouvoir phagocyter et dégrader les peptides amyloides
cytotoxiques (Meraz-Rios et coll., 2013). Les astrocytes réactifs, par opposition aux astrocytes
quiescents, peuvent alors produire les cytokines I11, 116 et TNFa (Carrero et coll., 2012) et

favoriser I’infiltration de lymphocytes périphériques afin d’augmenter la réponse
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inflammatoire (Montero-Menei et coll., 1996). Ces changements qui altérent « I’homéostasie
neurone-astrocyte » provoquent une dépolarisation neuronale locale qui conduit a des
dommages cytotoxiques (Thal, 2012 ; Meraz-Rios et coll., 2013). Ainsi, 1’activation accrue
des astrocytes aggrave les lésions neuronales et accélére la progression de la maladie. Des
¢tudes ont également montré que les astrocytes pouvaient générer une faible quantité de

peptides AP (Liu et coll., 2013 ; Zhao et coll., 2011) (figure 11).

5.3.2. Les médiateurs moléculaires de la réponse inflammatoire

a) Les cytokines

Comme nous ’avons vu précédemment, les microglies et les astrocytes peuvent
produire et libérer des cytokines qui interviennent dans les mécanismes inflammatoires. Il y a
actuellement 18 cytokines appelées interleukine (IL). D’autres cytokines ont conservé leur
nom biologique d’origine, tel que le facteur de nécrose tumorale (TNF) (Dinarello, 2000).
Chez les patients atteints de la MA on observe une augmentation de la libération des
cytokines pro-inflammatoires IL1f, IL6 et TNFa (Jiang et coll., 2011 ; Liu et Chan, 2014).

IL1B est une cytokine pro-inflammatoire qui peut étre libérée dans le SNC par les
microglies, les astrocytes et les neurones. Une fois libérée, IL1PB va pouvoir activer d’autres
types cellulaires tels que des astrocytes et des cellules microgliales qui vont a leur tour libérer
des cytokines. Il s’agit d’un médiateur majeur des réponses aux maladies auto-inflammatoires,
auto-immunes, infectieuses, et joue un réle important dans de nombreuses pathologies
neurodégénératives (Garlanda et coll., 2013). Des taux élevés d’IL1P ont été retrouvés dans
le sérum et le cerveau de patients atteints de la MA (Swardfager et coll., 2010 ; Griffin et
coll., 1989). 11 a également été montré qu’IL1P est capable d’induire la production d’APP et
d’APB par les neurones. En effet I’injection d’IL1P dans I’hémisphere cérébral augmente le
taux d’APP et I’amyloidogenése (Sheng et coll., 1996). Inversement, il semblerait que sAPP
puisse activer la microglie et induire 1’expression d’IL1p3. D’autres études ont montré qu’une
augmentation d’IL1B dans un mode¢le murin de la MA (3xTg-AD croisé avec des souris
IL1**T) pouvait induire la phosphorylation de la protéine Tau en stimulant I’activité des
protéines kinases p38-MAPK et de GSK3 (Ghosh et coll., 2013). Le blocage d’IL1J dans le
cerveau d’un modéle murin triple transgénique (APP/PS1/Tau) de la MA (3xTg-AD) a permis
d’altérer la réponse inflammatoire, de restaurer les déficits cognitifs, d’atténuer la tauopathie,
et de réduire le taux de peptides AP fibrillaires (Kitazawa et coll., 2011).

IL6 est une cytokine pro-inflammatoire qui joue un réle important dans la régulation

immunitaire (Kishimoto, 2010). Tout comme IL1J3, IL6 est présente a des taux €levés dans le
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cerveau et le sérum des patients atteints de la MA (Swardfager et coll., 2010). De nombreux
résultats ont suggéré un role important d’IL6 dans le développement de la maladie (revue
dans Gadient et Otten, 1997). En effet IL6 semble contribuer a la production d’APP mais
¢galement a la formation des DNF en favorisant I’hyperphosphorylation de Tau via la voie
cdk5/p35 (Papassotiropoulos et coll., 2001).

TNFa est une cytokine qui peut avoir des effets bénéfiques ou nocifs sur les neurones.
Cette cytokine stimule le facteur de transcription NF-kB qui induit I’expression de molécules
pro-inflammatoires ainsi que la synthése de facteurs de survie neuronale. Cette cytokine peut
¢galement stimuler la libération de glutaminase microgliale et en conséquence favoriser la
formation de glutamate a 1’origine d’une excitotoxicité (7Takeuchi et coll., 2006). Dans la MA,
le rdle direct de cette cytokine reste incertain. Des travaux menés sur des modeles in vitro
rapportent que TNFa stimule I’expression de BACEI, favorisant ainsi le clivage d’APP
(Yamamoto et coll., 2007). D’autres études suggerent que TNFo augmente 1’expression des 3-
et y-sécrétase et la production d’AB (Blasko et coll., 2000 ; Liao et coll, 2004). Par ailleurs
I’utilisation d’inhibiteurs du TNFa chez les souris 3xTg-AD exposées a une inflammation
périphérique chronique a mis en évidence une diminution du taux agrégats amyloides ainsi
que des déficits cognitifs (McAlpine et coll., 2010). Toutefois, une suppression a long terme
de la voie de signalisation du récepteur du TNFa peut supprimer la capacité des microglies a
¢liminer efficacement les agrégats d’Af, favorisant ainsi son agrégation a des stades précoces

(Montgomery et coll., 2011)

b) CRP (protéine C réactive)

CRP est une protéine qui est exprimée dans une variété de types cellulaires tels que les
neurones. Il s’agit d’un marqueur d’inflammation et de 1ésions tissulaires, qui est utilisé¢ en
clinique pour détecter les infections aigués et évaluer les réponses inflammatoires dans les
maladies chroniques (Fuji et coll., 2008). Alors que la plupart des études considére, a ce jour,
que la protéine CRP est un facteur prédictif de la démence (Mangiafico et coll 2006, Ravaglia
et coll., 2007), peu de travaux portent sur la contribution de cette protéine dans la mise en
place de la MA. Des études ont montré une augmentation des niveaux d’ARNm et de protéine
de CRP dans I’hippocampe et le cortex temporal au cours de la MA (McGeer et coll, 2001 ;
Wood et coll 1993; Yasojima et coll., 2000). Des études immunohistochimiques ont révélé
une grande quantité de cellules CRP-immunoréactives dans les plaques séniles et les
dégénérescences neurofibrillaires intracellulaires (Duong et coll 1997 ; Iwamoto et coll 1994 ;

McGeer et coll. 2001, Yasojima et coll 2000). Récemment, Lin et ses collaborateurs (2009)
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ont montré, chez des rats ayant regu des injections intracérébrales de CRP, une augmentation
des taux d’expression de APP, IL1pB, IL6 et TNFa dans le cortex cérébral et I’hippocampe
ainsi qu’une altération des performances de mémoire spatiale ; ces résultats sont comparables

a ceux obtenus chez des rats injectés avec des peptides AP.

5.4. Plasticité synaptique et Maladie d’Alzheimer

Bien que les acteurs majeurs de la MA soient clairement identifiés, on commence a peine
a comprendre comment ces derniers affectent les fonctions neuronales et interférent avec les
processus d’apprentissage et de mémoire. La structure des synapses, le trafic des vésicules
synaptiques, ou encore certaines voies de signalisation impliquées dans la plasticité

synaptique, semblent étre altérés chez les patients atteints de la MA.

5.4.1. La plasticité synaptique

Le nombre, la distribution et 1’efficacité des synapses peuvent étre considérés comme un
indicateur de la plasticité synaptique. En effet, la disposition des connexions neuronales chez
I’adulte n’est pas figée dans une configuration définitive mais est susceptible, dans certaines
limites, de modifications. Par exemple au cours de D’apprentissage, on observe une
augmentation de 1’efficacité des connexions entre synapses ou encore, émergence puis pousse
des neurites (qui deviennent ensuite des dendrites) et formation de nouvelles synapses. C’est
pourquoi, dans le SNC, on entend par “plasticité¢”, la capacité que posséde une région
cérébrale a modifier son organisation synaptique, soit a la suite d’une 1ésion pour suppléer la
déficience introduite, soit a la suite de modifications des conditions extérieures (Meunier et
Shvaloff, 1995). Ce remodelage fonctionnel et structural joue un rdle majeur dans les

processus d’apprentissage et de mémoire (revue dans Middei et coll., 2014).

5.4.2. Modifications structurales de la synapse au cours de la MA

Une altération des circuits neuronaux majeurs de 1’hippocampe a été mise en évidence
chez des patients atteint de la MA (revue dans Llorens-Martin et coll., 2014). Par ailleurs, de
nombreuses études ont mis en évidence une perte de contacts synaptiques dans le néocortex et
I’hippocampe de ces patients (Davies et coll., 1987 ; Masliah et coll., 1989 ; Scheff et coll.,
1990). Des études quantitatives effectuées au niveau du cortex frontal de patients atteints de la
MA, ont révélé une diminution de 25 a 35% de la densité synaptique avec 15 a 35% de perte
synaptique par neurone (Scheff et coll., 2006). L hippocampe semble étre le plus touché par
les pertes synaptiques avec une diminution de 55% au niveau de la zone CA1 (Scheff et coll.,

20006). Ces dommages synaptiques ont été¢ détectés deés les premiers stades de la MA et il
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existe une forte corrélation entre ces pertes synaptiques et les capacités cognitives (Scheff et
coll., 2006). La figure 12 montre une corrélation significative entre le nombre de synapses au

niveau de la couche moléculaire externe du gyrus denté et le score obtenu au MMSE.
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Figure 12 : Corrélation positive entre le score obtenu au MMSE et I’augmentation du nombre total de synapses
au niveau de la couche moléculaire externe du gyrus denté, chez des patients atteints de la MA (AD), des
patients MCI, et des individus ne présentant aucun déclins cognitifs (NCI). * p <0,05. (D apres Scheff et coll.,
2006).

Les modifications structurales de la synapse peuvent étre associées a une réduction de
I’expression de différentes protéines jouant un role important dans la composition des
¢léments post et pré-synaptiques (SNAP-25, RC3, GAP43...), mais également dans le
transport vésiculaire (Synaptotagmin, synaptophysin I...) (4Arendt, 2005).

5.4.3. Modifications de I'efficacité synaptique au cours de la MA
Les modifications de la plasticité synaptique peuvent se traduire au plan

¢lectrophysiologique par le phénomene “Hebbien” de potentialisation a long terme ou PLT.
La PLT peut étre définie comme une augmentation de D’efficacit¢ de la transmission
synaptique induite par 1’application d’un train de stimuli de haute fréquence (Malenka, 1994,
Pasinelli et coll., 1995). L’induction d’une PLT se traduirait par de nombreuses modifications

morphologiques post-synaptiques, telles qu’une ¢élongation des épines dendritiques, un
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accroissement des zones actives et la formation de nouveaux contacts dendritiques. Des
données de la littérature rapportent 1’existence d’une modification de I’efficacité de
transmission synaptique dans la MA. A titre d’exemple, Stephan et coll. (2001) ont montré
que I’injection de peptides APB40-43 dans le gyrus dentelé de rats, s’accompagne de déficits de
PLT. Ces travaux ont été confortés par ceux de Klyubin et coll. (2004) qui ont mis en
¢vidence que des injections intracérébrales de peptide AB-40 soluble dans la zone CA1 (corne
d’Ammon 1) d’hippocampes de rats, entrainaient une inhibition de la PLT.

Certaines voies de signalisation semblent jouer un rdle crucial dans les phénoménes de
plasticité synaptique, dans I’efficacité de la transmission synaptique (Xu ef coll., 2005). Parmi
ces voies, il y a la voie calcique et la voie ERK-MAPK. Ces voies de signalisation semblent

altérées dans la MA.

a) La voie calcique

Le calcium intracellulaire s’associe a la calmoduline (CaM), petite protéine
cytoplasmique ubiquitaire qui joue un role majeur dans la transduction du signal calcique
(Vetter et Leclerc, 2003).

En conditions basales, CaM est liée a RC3 (neurogranine) (Kumar et coll., 2013), une
protéine exprimée spécifiquement dans les terminaisons neuronales post-synaptiques. RC3
participe a la régulation de la signalisation calcique en régulant la disponibilit¢ de CaM (Diez-
Guerra, 2010). L’entrée de calcium dans le compartiment post-synaptique va induire la
dissociation du complexe RC3/CaM (Hoffman et coll., 2014). La liaison du calcium a CaM va
alors provoquer un changement de conformation de la protéine lui permettant d’activer ses
cibles cellulaires (Vetter et Leclerc, 2003): les protéines kinases CaMKIIa (Ca**/CaM-
dependent protein kinase II o) et CaMKIV (Ca®"/CaM-dependent protein kinase IV) (Rellos et
coll., 2010 ; Wayman et coll., 2011) (figure 13). CaMKIla peut se lier a une grande variété de
protéines post-synaptiques (Skelding et Rostas, 2009) dont la sous-unité NR2B des récepteurs
NMDA (Strack et Colbran, 1998), Tau (Bennecib et coll., 2001) et Raf 1 activant ainsi la voie
ERK-MAPK (Salzano et coll., 2012). CaMKIV est un puissant activateur de la transcription
Ca’'-dépendante qui agit en activant de nombreux facteurs de transcription, y compris CREB
(cAMP response element binding protein) (Anderson et coll., 2004). Apres la dissociation du
complexe RC3-CaM, RC3 phosphorylée par la protéine kinase C (PKC), va stimuler des
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) déclenchant ainsi la mobilisation des réserves de
Ca®" intracellulaires (Cohen et coll., 1993). CaM pourra également activer la calcineurine

(CaN), principale phosphatase de RC3 (Rumi-Masante et coll., 2012).
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Cette voie calcique joue un role important dans la régulation des concentrations en
calcium intracellulaire et par conséquent dans la modulation des processus de plasticité
synaptique. Les travaux de Huang et ses collaborateurs (2004) ont effectivement montré que
des souris RC3-KO présentaient des déficits de PLT au niveau de I’hippocampe associés a des
déficits de mémoire spatiale dans la piscine de Morris. Par ailleurs, d’autres études ont mis en
¢vidence un réle important de CaMKII dans la formation de la mémoire et I’induction de la
PLT (Lucchesi et coll., 2010). Otmakhov et coll. (1997) ont montré en utilisant un inhibiteur

de la protéine CaMKII que celle-ci était essentielle pour 1’induction de la PLT.

Figure 13 : Représentation schématique de la voie calcique (vert) et de la voie ERK-MAPK (violet).
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b) La voie ERK-MAPK (extracellular signal regulated kinase/mitogen activated protein
kinase)

La voie ERK-MAPK est une voie de signalisation qui assure la médiation de la

transmission de signaux extracellulaires via des récepteurs membranaires associés a des
effecteurs cytoplasmiques et nucléaires. Ces récepteurs, qui sont en majorité de la famille des
récepteurs tyrosine/kinases (RTK) et des RCPG (Sugden et Clerk, 1997) vont, aprés activation
par leurs ligands (des mitogeénes, facteurs de croissance, chimiokines ou hormones),
déclencher le recrutement de protéines dites « adaptatrices », telles que Grb-2 (growth factor
receptor bound protein 2). Ce recrutement va permettre la mobilisation du facteur
nucléosidique SOS (son of sevenless) qui va stimuler le passage de Ras de 1’état inactif, li¢ au
GDP, a I’état actif, 1i¢ au GTP. Ainsi une fois activée, Ras va interagir et activer les MAP3K,
A-Raf, B-Raf ou c-Raf-1 qui régulent D’activation, par phosphorylation, des protéines
MAP2K, MEK1 et MEK2, qui vont a leur tour phosphoryler ERK-1 et ERK-2. Une fois
activées, ERK 1 et 2 vont pouvoir phosphoryler un certain nombre de substrats parmi lesquels
on trouve des protéines membranaires (CD120a, Syk...), des protéines nucléaires (Pax6, Elk-
1, c-Fos...), des protéines du cytosquelette (Tau, paxilin) et différentes protéines kinases
(RSK (Ribosomal S6 Kinase), MSK (Mitogen and Stress activated Kinase), MNK) (Revue
dans Roux et Blenis, 2004 ; Seger et Krebs, 1995). Les kinases RSK et MSK vont par la suite
pouvoir moduler Iactivité de différentes protéines. Parmi les cibles de ces kinases on retrouve
le facteur de transcription CREB (Cargnello and Philippe P. Roux 2011) ; son activation va
permettre de moduler I’expression de différents genes, dont EGR1/zif268 (Early growth
response protein 1) (Sgambato et coll., 1998) (figure 13).

De nombreuses études se sont intéressées au role de cette voie dans le cerveau. Davis
et coll. (2000) ont montré que ’inhibition de la voie ERK-MAPK bloquait la phosphorylation
de CREB et de Elkl, et donc I’induction de la transcription d’EGR1, entrainant une rapide
détérioration de la PLT. D’autres travaux menés au laboratoire ont montré I’importance de
cette voie de signalisation dans les processus mnésiques (Bozon et coll. 2002 & 2003). Ces
travaux ont été confortés récemment par 1’étude de Veyrac et coll. (2013) qui a montré que

des souris EGR1-KO présentaient des problémes de mémoire spatiale a long terme.
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¢) Altération des voies de signalisation calcique et ERK-MAPK dans la MA

A ce jour, plusieurs études, menées a la fois in vitro et in vivo suggérent qu’une altération
de ces voies de signalisations contribue a la détérioration des performances mnésiques
observées au cours de la MA. Cependant ces études restent trés controversées. En 2004, Bell
et ses collaborateurs ont montré qu’une exposition aiglie au peptide AP-42 dans
I’hippocampe entraine une augmentation de 1’activité de la voie ERK-MAPK alors qu’une
exposition chronique entraine une diminution de I’activité de cette méme voie. Ces données
sont en contradiction avec les travaux de Ghasemi et coll. (2014) qui montrent une
augmentation de D’activit¢é de ERK associée a des déficits mnésiques chez des rats injectés
avec le peptide AP pendant 4 jours. Enfin Ma et coll. (2007), en s’appuyant sur des études
menées sur des cerveaux de patients atteints de la MA, suggérent une activation de ERK
dépendante du stade d’évolution de la MA.

Par ailleurs, d’autres travaux ont mis en évidence une diminution de p-CaMKII sur des
tissus humains de patients atteints de la MA et chez des souris traitées par des infusions intra-
cérébrales de peptides AP (Reese et coll., 2011). Ces données sont en accord avec les travaux
de Dineley et coll., (2010) qui ont montré une augmentation de 1’activité de CaN et une
diminution des taux de p-CREB dans un mode¢le de souris ayant recu, par injections intra-
cérébro-ventriculaires, le peptide AP ; ’administration d’un inhibiteur de CaN a permis de
réverser les effets observés. Par ailleurs, une diminution de la phosphorylation de CREB a été
observée dans le cerveau de patients atteints de la MA (Yamamoto et coll., 1999) et chez des
souris transgéniques sur-exprimant AP (Dineley et coll., 2001 ; revue dans Bitner et coll.,
2012). Cependant, ces études sont en contradiction avec les résultats obtenus par Muller et ses
collaborateurs (2011) qui montrent qu’une mutation sur le géne de la préséniline entraine une
augmentation de ’expression de CREB concomitante a une augmentation de ’activité de

CaMKIV.

5.5. Atrophie cérébrale

Une des conséquences macroscopiques caractéristiques de la MA est I’atrophie du
cerveau, visible a I'IRM (Imagerie par résonance magnétique). Cette atrophie cérébrale
globale est plus importante que celle observée lors du vieillissement normal. En effet, des
¢tudes d’imagerie rapportent une baisse de 2% du volume cérébral par an chez les patients
atteints de la MA contre 0.5% chez des sujets agés sains (Resnick et coll., 2003 ; Evans et

coll.,, 2010 ; Fox et coll., 1999) (figure 14).
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Figure 14. Evolution de 1’atrophie cérébrale globale. Les clichés ci-dessus représentent une série de six
acquisitions obtenue en IRM sur des patients initialement asymptomatiques et prédisposés a développer la forme
familiale de la MA. Les scans ont été acquis sur une période de 4 ans avant I’identification des critéres de
démence ; les premiers symptomes ont été signalés entre les acquisitions 4 et 5 (fleche). Chaque scan a été
identifié en fonction de sa position par rapport au premier scan. Les contours rouges représentent la perte de tissu
par rapport aux valeurs initiales. Le panel inférieur représente les volumes cérébraux, issus des scans enregistrés
dans le panneau supérieur (A) comparés a 1’atrophie globale du cerveau au cours du vieillissement normal (B) et
comparés a des personnes dgées de 70 ans et en trés bonne santé (C). (D ‘apres Fox et Schott., 2004)

D’un point de vue chronologique, il semblerait, d’une part, que le taux d’atrophie soit
faible au début de la maladie, puis augmente avec la sévérité de la maladie (Evans et coll.,
2010. D’autre part, il apparait que certaines régions sont plus vulnérables que d’autres a cette
atrophie. L’hippocampe, structure du systéme limbique impliquée dans la mémoire et la
représentation spatiale, apparait comme la région la plus vulnérable a cette atrophie, avec un
taux d’atrophie pouvant atteindre 4.5% chez les patients se trouvant a un stade avancé de la
MA contre 1.5% au cours du vieillissement normal (Barnes et coll., 2009). De plus, La Joie et
coll. (2013) ont montré que la région hippocampique la plus touchée est la zone CA1l. Cette
vulnérabilité peut s’expliquer par le fait que la région hippocampique, et plus particulierement

la zone CAl, est la premicre zone atteinte par les DNF (Braak et Braak, 1996). Par ailleurs,
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de nombreuses études ont mis en évidence une forte corrélation négative entre le nombre de
neurones dans la zone CA1 de I’hippocampe et le nombre de DNF dans cette méme région
(Fukutani et coll., 2000; Von Gunten et coll., 2006). L’atrophie durant les stades précoces a
modérés de la maladie peut également apparaitre dans le cortex temporo-pariétal et le cortex
cingulaire postérieur. Plus rarement, on peut la visualiser dans le cortex cingulaire antérieur,

le cortex frontal, le thalamus, les noyaux caudés et les putamen ou I’insula.

Familial AD Sporadic AD

APP or presenilin gene mutations; Aging in concert with genetic
APP gene duplication (APOE €4)

/ \ and environmental risk factors

Life-long increase in total Ap or Increase in tendency for Failure of AB clearance or Failure of chaperones or factors
AB1-42 production, leading to AB misfolding, resulting in degradation, leading to promoting correct Ap folding,
gradual AB accumulation amyloidogenicity gradual AB accumulation resulting in higher amyloidogenicity
i : ' Impaired LTP, leading to
[ Increase in AB oligomers }—. synaptic dysfunction

Gradual deposition of Ap oligomers and
intermediates as diffuse amyloid plaques

Altered kinase and 1 2
phosphatase activity, resulting Further accumulation of AR aggregates Inflammatory response;

in neurofibrillary tangle formation and fibrils into amyloid plaques _ oxidative stress

\ Neuronal and synaptic dysfunction,

as well as neurotransmitter deficits

Cognitive dysfunction

Figure 15 : Hypothése de la cascade amyloide : un déséquilibre entre la production et la clairance du peptide A
dans le cerveau provoque une augmentation du niveau du peptide AB. La forme soluble du peptide AB subit un
changement de conformation favorisant son agrégation. Les dépdts amyloides favorisent la neurotoxicité, la
perte synaptique et I’inflammation. Les données suggerent que les oligomeres d’Ap solubles pourraient inhiber
la PLT dans I"hippocampe et, par conséquent, perturber la plasticité synaptique. L hyperphosphorylation de Tau
et la formation subséquente de DNF, ainsi que I’inflammation et le stress oxydatif, sont considérés comme des
événements en aval. (D ‘aprés Blennow et coll., 2010)
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Aujourd’hui, la séquence d’apparition des lésions décrites ci-dessus dans I’étiologie de la
MA n’est pas connue.
Seules quelques hypothéses sont avancées :

*  Une hypothese laisse supposer que la surproduction de peptides amyloides est le
premier déterminant étiologique de la maladie, et les DNF, la perte neuronale, la neuro-
inflammation et la démence seraient les conséquences directes des dépots amyloides (Hardy
et Higgins, 1992). 1l s’agit de I’hypothése de la cascade amyloide (figure 15).

*  L’hypothése Tau propose qu’une dérégulation de Tau est a [origine de la
neurotoxicité et des processus neurodégénératifs de la MA et que Tau est ’acteur clé dans
la pathogenése de la maladie. Cette hypothése est soutenue par plusieurs résultats dont
ceux de Roberson et coll. (2007) obtenus sur un modéle de souris transgéniques de la MA
surexprimant le peptide amyloide humain ; sur ce modeéle, la réduction, méme partielle de
la protéine Tau permet de prévenir les problémes de mémoire, malgré la persistance de
niveaux élevés de peptides amyloides.

* Enfin en 2008, Hooper et coll., ont émis I’hypothése selon laquelle une augmentation

de Dactivit¢e de GSK3f serait a [origine des altérations mnésiques, de

Uhyperphosphorulation de Tau, de I’augmentation d’Ap, et de la réponse inflammatoire

associée a la MA.

6) Modéles animaux de la MA

Comme nous venons de le voir, la MA se caractérise par la présence de lésions
cérébrales spécifiques : les dépots amyloides (oligoméres et agrégats de peptides amyloides
ApP) et les DNF. Ces Iésions sont associées a une neuroinflammation, a des pertes neuronales
et synaptiques graduelles et a des troubles progressifs de la mémoire et du comportement. I1
s’agit d’une pathologie spécifiquement humaine et de ce fait, aucun modele animal ne permet
aujourd’hui de mimer parfaitement la maladie.

Les modeles expérimentaux les plus utilisés pour étudier cette pathologie sont des
modeles de souris transgéniques dans lesquels ont ét¢ introduits des génes humains. Différents
types de souris transgéniques surexpriment le géne de I’APP humaine, sauvage ou muté : on
retrouve chez ces animaux certains aspects de la maladie pouvant inclure des plaques

amyloides, des déficits cognitifs, des altérations de plasticité synaptique et des signes
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d’inflammation (Duyckaerts, et coll., 2008 ; Van Leuven, 2000 ; Pozueta et coll., 2013 ;
Webster et coll., 2014 ; Neha et coll, 2014). Une surexpression du geéne codant pour la
protéine préséniline PS1 ou PS2 humaine mutée, n’a pas permis de mettre en évidence de
plaques amyloides. En revanche des croisements obtenus a partir des lignées surexprimant
APP et des lignées surexprimant PS1 accélére de la formation de plaques amyloides (Borchelt
et coll., 1997 ; Dewatcher et coll., 2000). D’autres modéles miment davantage pathologie Tau
(démences fronto-temporales) : chez ces animaux, il apparait que la surexpression de la
protéine Tau humaine sauvage entraine une hyperphosphorylation de Tau sans toutefois
conduire & la formation de DNF (Gotz et coll., 2001). En revanche, la surexpression de la
protéine Tau mutée s’accompagne d’une pathologie neurofibrillaire progressive et d’une perte
neuronale (Gotz et coll., 2001). Des souris surexprimant la protéine Tau humaine mutée au
niveau de 4 sites (souris THY-Tau22) présentent également des déficits mnésiques associée a
une perte de synapses fonctionnelles (Schindowski et coll., 2006). En 2003, Oddo et ses
collaborateurs ont développé un modele associant la pathologie amyloide et la pathologie
Tau. Ces souris triples transgéniques (3xTg-AD) possedent les mutations de I’APP (Swedish),
PS1 (M146V) et tau (P301L) ; elles développent des plaques amyloides dans le néocortex
puis dans I’hippocampe et des DNF dans I’hippocampe puis dans le cortex. Ces souris
présentent également un dysfonctionnement synaptique, ainsi que des déficits mnésiques.
Cette lignée est actuellement considérée comme celle simulant de la maniére la plus proche le
développement de la MA chez ’homme.

Récemment, Cohen et coll. (2013) ont développé une souche de rats (TgF344-AD)
exprimant les génes mutés d’APP et de PS1. Ces rats présentent des dépots amyloides, une
tauopathie, une gliose ainsi qu’une dégénérescence neuronale dans le cortex et I’hippocampe.
Au niveau fonctionnel, ces animaux présentent des déficits de mémoire spatiale et de travail.
Ces quelques exemples d’animaux transgéniques mettent en évidence la difficult¢ de mimer
tous les symptdmes de la maladie dans un méme modele animal.

Les animaux présentant une manipulation génétique modé¢lisent seulement la forme
familiale de la MA, qui représente moins d’1% des cas. Afin de mieux comprendre et
d’identifier les mécanismes a lorigine des formes sporadiques, des animaux non
transgéniques tels que les 1émuriens, microcebes, chiens, dauphins, sont également utilisés
(revue dans Braidy et coll., 2012). D’autres travaux s’intéressent aux facteurs qui semblent
moduler la survenue la MA. Des modéles animaux présentant une modification de ces

facteurs de risques sont de plus en plus développés.
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7) Facteurs de Risque de la MA

Un ensemble de données de la littérature rapporte que le développement de la MA
semble influencée par des facteurs tant génétiques qu’environnementaux (Daviglus et coll.,
2011 ; revue dans Berr et coll., 2009 et dans Barberger-Gateau et coll., 2013).

La forme familiale repose uniquement sur des facteurs génétiques. Elle se caractérise
par une transmission autosomique dominante. Trois génes ont été identifiés : le géne codant la
protéine APP (présent sur le chromosome 21) et les genes codant pour les présénilines 1 et 2
(respectivement présents sur les chromosomes 14 et 1) (Wu et coll., 2012).

Concernant les formes sporadiques, 1’origine est plus complexe. L’dge demeure le

principal facteur de risque de la maladie (Evans et coll., 1989; Kukull and Bowen 2002) avec
une incidence qui double par tranche d’age de 5 ans a partir de 65 ans (Letenneur et coll.,
1994 ; étude PAQUID 2003). Les femmes ont également un risque plus élevé que les hommes
de développer la maladie particulicrement aprés 1’age de 80 ans (Dartigues et coll., 2002).
Cette différence sexuelle pourrait s’expliquer par des différences génétiques et hormonales
notamment liées a la baisse du niveau d’cestrogénes avec 1’age chez la femme ou simplement
par la différence de longévité entre hommes et femmes (Yaffe et coll., 1998).
Le gene de I’apolipoprotéine E (ApoE), protéine de transport des lipides, apparait étre un géne
de susceptibilité de la MA clairement défini. Il est exprimé chez I’homme sous trois isoformes
codés par trois alleles, ApoE-€2, €3, et €4. L’allele ApoE-g4 est associé a un risque accru de
développer la MA avec un risque 2 a 3 fois plus ¢levé si un seul all¢le est présent. Ce risque
est 5 fois plus élevé si I’individu présente deux copies de 1’allele (Kuusisto et coll., 1994 ; Liu
et coll., 2013). En revanche, étre porteur d’un ou deux all¢les €2 du gene de I’ ApoE va réduire
le risque de développer la MA de plus de la moitié (Conejero-Goldberg et coll., 2014)

D’autres travaux de la littérature laissent également supposer qu’il existe une
association entre un niveau bas d’éducation et un risque accru de la MA (Letenneur et coll.,
1999). Acquérir un haut niveau d’éducation pourrait différer la dégradation des capacités
intellectuelles en permettant des phénoménes de compensation mnésique lors du
développement des symptomes habituels de la maladie. Fabrigoule (2002) a aussi montré que
la pratique d’activités comme le jardinage, les voyages, le bricolage est également associée a
un risque moindre de MA et de démence en général. En effet, la nécessité de planifier les
taches pourrait constituer un entrailnement et permettre au sujet de maintenir ses capacités et
de retarder I’apparition de la démence. Ces données rejoignent celles qui ont mis en évidence

que la pratique de la marche ou du sport pourrait étre associée a un risque moindre de
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développer une démence (4bbott et coll., 2004 ; Podewils et coll., 2005 ; Belarbi et coll.,
2011). Dans ce contexte, ’existence de liens entre risque de démence ou MA et statut
matrimonial ou réseau social ont ét¢ mis en évidence (Helmer et coll., 1999). Les sujets
célibataires ou vivants seuls ont un risque double de développer une démence, comparés a
ceux qui vivent en couple, et un faible réseau social accroit également le risque de démence
de 60 % (Helmer et coll., 1999 ; Fratiglioni et coll., 2000). La stimulation cognitive, au sein
du couple ou d’un réseau social plus développé, protegerait, ou retarderait la phase clinique de
la démence.

Une étude réalisée par I’équipe de Roriz-Cruz et coll. (2007) présentée lors de la
conférence internationale sur la MA (Chicago 2008) montre que les personnes atteintes du
syndrome métabolique (obésité abdominale, hypertension artérielle, hyperglycémie et haut
niveau de triglycérides) ont aussi un risque augmenté de 35% de développer une démence.
Les patients ayant des antécédents de pathologies cardiovasculaires ont également une plus
forte probabilit¢ de développer une démence de type Alzheimer (Pendlebury et Rothwell,
2009). Le traitement de 1’hypertension artérielle pourrait entrainer une réduction importante
de I’incidence de la maladie (Forette et coll., 1998; Forette et coll., 2002; Tzourio, 2007).
Une forte corrélation entre I’indice de masse corporelle (IMC) et le risque de développer la
MA a été mise en évidence : ’obésité ou I’anorexie s’accompagnent d’un risque plus
important de MA (Stewart et coll., 2005 ; Grundman et coll., 1996). Le diabéte majorerait
d’un facteur proche de 2 le risque de survenue de la maladie (Leibson et coll., 1997 ;
Knopman et coll., 2001; Xu et coll., 2004 ; Leboucher et coll., 2013; Papon et coll., 2013).
Des données épidémiologiques actuelles sont aussi en faveur d’un role protecteur de certains
nutriments dans la prévention du déclin cognitif (Luchsinger et Mayeux, 2004). Des études
ont montré que des apports ¢levés en vitamine C, vitamine E, flavonoides, acides gras
polyinsaturés (consommation de poissons de la série n-3) ; des concentrations élevées de
vitamine B12 et folates ; et de faibles apports en graisses totales sont associés a une
diminution du risque de MA ou de déclin cognitif (Engelhart et coll., 2002; Morris et coll.,
2002). Une consommation modérée de vin pourrait également avoir un effet neuroprotecteur
sur la survenue d’une démence ou de la MA (Orgogozo et coll., 1997). Le rdle antioxydant de
certains composants du vin, notamment les polyphénols (Singh et coll., 2008) comme le
resveratrol protégerait de la MA (Barberger-Gateau et coll., 2002; Luchsinger et coll., 2004,
Wang et coll., 2006). Récemment, 1’effet bénéfique de la caféine a été rapporté (Laurent et

coll., 2014).
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Enfin des données récentes de la littérature, tant épidémiologiques que chez ’animal,
suggerent que des dysfonctionnements hormonaux pourraient étre impliqués dans 1’étiologie
de la MA. Les travaux de Tan et coll. (2008) ont montré que des taux bas ou élevés de TSH
(Thyroid Stimulating Hormone), caractéristiques d’un dysfonctionnement thyroidien, étaient
associés a un risque accru de développer la MA. Un état d’hypothyroidie a été décrit chez les
patients atteints de MA par bon nombre d’auteurs (Yoshimasu et coll., 1991; Ganguli et coll.,
1996, van Boxtel et coll., 2004 ; Sampaolo et coll., 2005 ; Tan et coll., 2009 ; Johansson et
coll., 2013).

Un état d’hypothyroidie sévére ou subclinique, dont la prévalence augmente avec
l’dge, a été caractérisé chez certains patients atteints de MA. Aujourd’hui, plusieurs
auteurs s’accordent a penser qu’un dysfonctionnement thyroidien pourrait étre un des

facteurs de risque de la MA.
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Chapitre II : Les hormones thyroidiennes

1) Métabolisme des Hormones thyroidiennes

1.1. Généralités

La thyroide est une glande endocrine située a la base du cou sur la face ventrale du
larynx. Elle est constituée de deux lobes latéralement symétriques, situés contre la trachée et
reliés par une partie centrale appelée 1’isthme (Ritchie et Balasubramanian, 2011). L’unité
morpho-fonctionnelle de la glande thyroide est le follicule, composé d’un épithélium de
cellules folliculaires (ou thyréocytes) produisant les hormones thyroidiennes (HT), disposé
autour d’une vésicule appelée colloide. Le fonctionnement de la glande thyroide est
principalement régulé par 1’axe hypothalamo-hypophysaire, qui répond au besoin des tissus
périphériques en hormone thyroidienne, ainsi que par I’apport en iode qui est le substrat
essentiel de la synthése hormonale thyroidienne (Schlienger, 1997).

La thyroide produit et sécréte les HT, molécules a caractére hydrophobes qui se
présentent sous deux formes : la 3,5,3°,5’tétra-iodo-L-Thyronine (Thyroxine ou T4) et la
3,3’,5’triodo-L-Thyronine (Triiodothyronine ou T3) dont les structures chimiques sont
présentées dans la figure 16 (Schroeder et Privalsky, 2014). Elles jouent un rdéle important
dans la différenciation cellulaire, la croissance, les processus de développement et la
régulation du métabolisme basal (thermorégulation, balance énergétique, métabolisme du

glucose...) (Silva, 2006 ; Lopez et coll., 2013).

I I NH,
Thyroxine (T4) HO O CH2— CIH —COOH
I I
I NH,
Triiodothyronine (T3) HO—Q— (@) @CHz— CIH —COOH
I I

Figure 16 : Structure chimique des hormones thyroidiennes.
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1.2. Syntheése et sécrétion des HT

La synthése des HT se fait au niveau des cellules folliculaires de la glande thyroide.
Ces cellules possedent un pdle apical du c6té de la colloide et un pdle basal du coté des
vaisseaux sanguins permettant 1’échange de molécules du sang vers la colloide et inversement
(revue dans Berger-Dutrieux, 1992). La premiere étape de la synthése des HT est la capture
d’iode circulant par les thyréocytes. Il est apporté par I’alimentation sous forme d’iodure (I')
ou d’iodate (IO37). Aprés son absorption par les entérocytes, il est acheminé via la circulation
sanguine vers la thyroide (Schlienger, 1997). Le transporteur Na+/I- permet son entrée dans
les cellules folliculaires et le gradient chimique facilite son passage dans la colloide (Dai et
coll., 1996 ; Rousset, 2003).

Le sang fournit également les acides aminés nécessaires a la synthése d’une
macromolécule appelée thyroglobuline (Tg), matrice de synthése et de stockage des HT. Dans
la colloide, la thyropéroxydase (TPO), enzyme clé de la synthése des hormones thyroidiennes,
oxyde en présence de peroxyde d’hydrogene les ions iodure (I-), entrainant I’iodation des
résidus tyrosyls de la Tg (Deshpande et Venkatesh, 1999) et conduisant a la formation de
résidus monoiodothyrosine (MIT) ou diiodothyrosine (DIT) (figure 17) (Cooper, 2005). Le
couplage de deux résidus de DIT aboutira a la formation de T4, alors que la condensation
d’un résidu MIT et d’un résidu DIT aboutira a la formation de T3 (Ruf et Carayon, 2006 ; Igo
et coll., 1964 ; Deme et coll., 1977).

L’ensemble thyroglobuline avec ses molécules T3, T4, MIT et DIT est alors mis en
réserve dans la colloide (revue dans Yen, 2001). En réponse aux besoins de ’organisme, la Tg
couplée au HT peut étre réinternalisée dans les thyréocytes. Elle est alors hydrolysée par des
enzymes protéolytiques libérant ainsi les HT qui sont ensuite sécrétées dans la circulation
sanguine via la membrane basale (Taurog et coll., 1996). Les autres constituants de la colloide
(MIT, DIT, thyroglobuline...) sont recyclés ou dégradés dans les lysosomes des cellules de la
thyroide. (Rousset et coll., 1989).
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Figure 17 : Synthése des hormones thyroidiennes (D ‘aprés Cooper, 2005)
TPO : Thyropéroxydase ; Tg : Thyroglobuline

61



1.3. Transport plasmatique et entrée dans les tissus cibles

La forme majoritaire des HT secrétée par la thyroide est la forme T4, encore appelée
“forme circulante” alors que la T3 est considérée comme la “forme active” (90 nM pour T4
contre 2 nM pour T3) (revu dans Yen, 2001). En raison de leur caractére hydrophobe, les HT
sont transportées dans le sang, liées a des protéines plasmatiques. On retrouve ainsi plus de
99.5% des HT liées a des protéines plasmatiques. Chez ’homme, le principal transporteur des
HT est la TBG (thyroxine-binding globulin) qui assure 75% du transport. La transthyrétine
(TTR) quant a elle n’assure que 10 a 15% du transport chez I’homme, alors que chez le
rongeur elle constitue la protéine majeure de transport des HT (50% du transport) (revue dans
Palha et coll., 2002). L’albumine contribue également au transport des HT (20%). Enfin il
semblerait qu’une faible partie des HT circule dans le sang, liée a des lipoprotéines (Benvenga
et coll., 2001).

Seules les HT a 1’état libre (dissociées de leur protéine de transport) vont pénétrer dans
la cellule ; chez ’homme, les fractions libres de T4 et de T3, représentent respectivement
0.03% et 0.3% des hormones totales (Yen, 2001). L’hypothése d’une diffusion passive des HT
a travers la membrane plasmique a longtemps été évoquée au vue de leur caractére lipophile.
Certains auteurs ont récemment mis en évidence la présence de récepteurs membranaires : les
transporteurs d’anions organiques (OATP), les transporteurs d’acides aminés de type L (Lat),
les transporteurs de monocarboxylate (MCT) tel que MCTS tres exprimé dans le foie et le
cerveau (Hennemann et coll., 2001 ; Schweizer et Kéhrle, 2013, van der Deure et

coll., 2010).

2) Mode d’action cellulaire des hormones thyroidiennes

Des données bibliographiques ont permis d’établir que les HT agissent dans les
cellules cibles principalement par I’intermédiaire de récepteurs nucléaires pour réguler la
synthése d’ARN messagers spécifiques (Bastien et Rochette-Egly, 2004 ; Yen et coll., 20006).
En plus des mécanismes d’action nucléaire des HT s’ajoutent des actions extra-nucléaires de

la T3 dont les effets sont non négligeables, particulicrement dans le cerveau.
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2.1 Effets génomiques des HT

T3, forme active des HT, régule la transcription de génes cibles en se liant a des
récepteurs nucléaires spécifiques appelés récepteurs des HT ou TR. Les TR appartiennent a la
superfamille des récepteurs nucléaires incluant les récepteurs pour différents ligands
hydrophobes tels que les stéroides, les hormones thyroidiennes, les dérivés hydroxylés de la
vitamine D, I’acide rétinoique ou encore les acides gras. Ce sont des facteurs de transcription
capables de se fixer, généralement sous forme de diméres, au niveau de séquences spécifiques
d’ADN, appelées ¢léments de réponse aux hormones HRE (“Hormone Response Element”).
Cette liaison permet aux HT de moduler I’expression de leur geénes cibles (Mangelsdorf et
coll., 1995 ; Brent, 2012). Une interaction de ce complexe avec des corepresseurs ou des
coactivateurs conduit a une activation ou a une répression de la transcription génique du gene
cible : on parle de régulation positive ou négative de I’expression par T3 (Lazar, 2003 ; Vella

et coll., 2014).

2.1.1. Les récepteurs nucléaires TR

Deux génes différents codent pour les TR : TRa et TRp. La transcription du géne TRa
produit trois ARNm, qui sont ensuite traduits en TRa;, TRan et TRas (Mitsuhashi et coll.,
1988). La présence de deux promoteurs différents et 1’épissage alternatif en 5° du géne TRf
générent aussi plusieurs protéines: TRB;, TRB, et TRP; (Hodin et coll., 1989). Les isotypes
TRa; et TRPB; sont exprimés de manicre ubiquitaire dans les tissus de rat, tandis que TRf3; est
spécifique du lobe antérieur de I’hypophyse et de certaines zones de 1’hypothalamus (Lazar,
1993 ; Flamant et Samarut, 2003). TRPB3 est aussi assez largement exprimés dans le foie, les
reins, les poumons et la rate (Harvey et Williams, 2002). Les isoformes TRa, et TRas, qui
n’ont pas de domaine de liaison a I’hormone, semblent fonctionner comme des inhibiteurs
compétitifs de 1’action des HT en se liant a des ¢léments de réponse aux HT, les TRE
(Thyroid hormone Response Element), entrainant la suppression de la transcription (Lazar et

coll., 1989). Les isotypes TR fonctionnels exprimés dans le SNC sont TRa;, TRB; et TRf,.

2.1.2. Les génes régulés par la triiodothyronine

Les HT sont connues pour réguler un trés grand nombre de génes dans de nombreux
types cellulaires. Ces génes peuvent étre impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires
telles que le métabolisme énergétique, la transduction du signal, 1’adhésion cellulaire, la
migration cellulaire, la transcription, et le cycle cellulaire (figure 18) (revue dans Huang et

coll., 2008).

63



Structure/
cytoskeleton

_a— Lransportation

Plasma !
protein B ‘ Unkn
, S , «&— Unknown
Metabolism- >§§§ , 14
Metabolism-_yr < Cell
polysaccharide adhesion/ECM
Metabolism-
nucleotide \Cell cycle/DNA
Metabolism- repair
lipid + Detoxification/

Inflammation stress response

Figure 18 : Diagramme circulaire représentant les fonctions des 149 génes dont 1’expression est régulée
positivement par la T3. Ces données ont été obtenues aprés une expérience de puces & ADN réalisée sur des

cellules HepG?2 traitées avec 100 nM de TRal-T3 pendant 48 h (D ‘aprés Huang et coll., 2008).

Dans le cerveau, un TRE a été observé au niveau du promoteur de nombreux genes
(revue dans Chatonnet et coll., 2014). Le tableau III, présente une liste non-exhaustive de
genes dont ’expression est régulée par T3. La plupart des génes cibles ont été identifiés au
cours du développement.

L’expression des TR est régulée par leur propre ligand. L’autorégulation des ARNm
codant les différents TR semble dépendante des isoformes et du type cellulaire concerné
(Hodin et coll., 1990 ; Lebel et coll., 1993 ; Sadow et coll., 2003). Dans I’hypophyse, la T3
permet une augmentation de 1’expression des TRP;, et une diminution des TRf, et TRa.
Diverses études montrent une régulation positive de 1’expression de TRp; par la T3 dans le
cerveau, ce qui rend cet isotype déterminant pour la régulation des génes cibles en accord
avec le statut thyroidien (Strait et coll., 1990 ; Bernal et Nunez, 1995). Le taux d’ARNm

codant pour les TR traduit la biodisponibilité cellulaire de leur ligand, la T3.
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Tableau III : Exemples de geénes régulés par la triitodothyronine dans le cerveau. (D aprés
Vallortigara, 2007)

Sigle Dénomination Régulation
TRB Récepteur nuc. B de la triiodothyronine +
TRH Thyrolibérine -
TSH Thyrotropine (s.u. a et ) -
DIl 5’-désiodase de type 11 -
RXRp Récepteur nuc. 3 de I’acide 9-cis rétinoique +
RXRy Récepteur nuc. y de I’acide 9-cis rétinoique -
CRABPI Protéine cytosolique de liaison de I’AR de type I -
RC3 Neurogranine +
DYN Dynorphine -
ENK Enképhaline -
NGF Facteur de croissance nerveux +
BDNF Facteur de neurotrophine dérivé du cerveau +
BTEB Protéine liant les éléments de transcription +
Srgl Protéine apparentée a la synaptogamine +
MAG Glycoprotéine associée a la myéline +
hGH Hormone de croissance de ’homme -
rGH Hormone de croissance du rat +
N-CAM Molécule d’adhérence cellulaire -
NT3 Neurotrophine 3 +
PGD2 Prostaglandine D2 synthase +
MBP Protéine basique de la myéline +
PLP Protéines protéolytiques +
p58-Ml Pyruvate kinase pituitaire +
Pcp2 Protéine 2 de cellules de Purkinje +
Cycline D2 +
P62 Glycoprotéine de pore nucléaire +
rhes Protéine homologue de Ras, enrichie dans le +
striatum
c-myc -
Reelin Protétine de la matrice extracellulaire -
Dab Protétine de la matrice extracellulaire +

Dans le cerveau adulte, le géne codant la neurogranine (RC3) est considéré comme un
bon indicateur tissulaire du taux d’HT. Un élément de réponse TRE a été¢ mis en évidence

dans le premier intron du géne codant pour NGRN, homologue de RC3 chez 1’homme
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(Martinez de Arrieta et coll, 1999). Plusieurs études in vivo et in vitro ont montré une
régulation positive de I’expression de RC3 par les HT dans le cerveau mature (/niguez et coll.,

1996 ; Piosik et coll., 1996 ; Morte et coll., 1997).

2.2. Effets non-génomiques des HT

Les HT peuvent également agir selon un mode d’action non génomique. En effet, les HT
peuvent réguler en partie la transcription du génome mitochondrial par liaison de T3 sur les
récepteurs TR, ce qui entrainerait une stimulation du métabolisme énergétique via les
oxydations phosphorylantes (Martinez et coll., 2001 ; Bassett et coll., 2003 ; Saelim et coll.,
2004). Les récepteurs TR peuvent également médier des effets rapides au niveau de la
membrane plasmique sur la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) et la cascade de
signalisation Akt en aval de cette kinase (Hiroi et coll., 2006; Storey et coll., 2006). La

présence de T3 stimulerait 1’association des TR avec la PI3K.

Les HT exercent également des actions extra-génomiques ne faisant pas intervenir leurs
récepteurs spécifiques. Elles agissent au niveau de la membrane plasmique, des organelles
cellulaires et du cytosquelette. A titre d’exemple, les HT peuvent influer sur le transport de
divers solutés (Na', Ca*", glucose) et sur les activités de nombreuses kinases (PKC, kinases

AMPc-dépendantes, pyruvate kinase) (Yen, 2001; Leonard 2008).

3) Le statut thyroidien

Les concentrations sériques et tissulaires des HT sont trés finement régulées. Des
déséquilibres hormonaux peuvent avoir de multiples causes : I’apport en iode (indispensable a
la production des HT), 1’d4ge, une pathologie thyroidienne auto-immune, un
dysfonctionnement de [’axe hypothalamo-hypophysaire, des mutations géniques, un
dysfonctionnement de la thyroide.

Seulement 20% de la T3 est directement synthétisée au niveau de la thyroide,
contrairement a la T4 qui est uniquement produite par la glande. La production quotidienne de
T3 est donc principalement réalisée dans d’autres tissus (principalement dans le foie), a partir
de la T4, par action d’enzymes, les désiodases. Ces désiodases régulent précisément le taux de

T3 au niveau cellulaire.
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L’axe neuroendocrinien est également soumis a I’influence de nombreux facteurs
modulateurs, comme par exemple la concentration en iode, le froid, le stress. Une
augmentation synchrone du taux d’hormones circulantes TSH, T4 et T3, due a un défaut de

régulation, donne lieu au syndrome de résistance aux hormones (Weiss et Refetoff, 2000).

3.1. La régulation des taux ’HT

3.1.1. Axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien

La syntheése des HT est finement régulée par 1’axe hypothalamo-hypophysaire (revue
dans Costa-e-Sousa et Hollenberg, 2012) (figure 19). La synthése de T4 par la thyroide est
activée par I’hormone hypophysaire TSH (Thyroid Stimulating Hormone) qui va agir au
niveau des cellules folliculaires de la glande en se liant aux récepteurs TSHR (Shupnik et
coll, 1989). Ceci va entrainer I’activation de cascades biochimiques, aboutissant a la
régulation de I’expression de geénes spécifiques de la glande thyroidienne tels que le
transporteur Na+/I-, la Tg ou encore la TPO. La production de TSH est elle-méme stimulée
par la libération de TRH (Thyrotropin Releasing Hormone) d’origine hypothalamique (Koller
et coll., 1987). Par ailleurs, la T4 et la T3 circulantes vont exercer un rétrocontrole négatif sur
leur propre synthése en réprimant 1’expression des geénes codant pour les deux sous-unités de
la TSH, TSHa et TSH, ainsi que du géne codant pour la TRH (Fliers et coll., 2006 a et b ;
Chiamolera et Wondisford, 2009). Par conséquent, 1’augmentation de la concentration en HT
dans le sang inhibe a la fois la synthése de la TRH et de la TSH menant a un arrét de la
sécrétion de T4 et T3 ; en revanche lorsque la concentration sérique en HT diminue, le signal
de rétrocontrdle négatif s’affaiblit et la sécrétion de TRH augmente (revue dans Yen, 2001 ;

Zoeller, 2003).

3.1.2. Régulation locale par les désiodases

Un groupe de sélénoprotéines appelées désiodases controle également 1’action des
hormones thyroidiennes par activation ou inactivation des hormones sécrétées par la glande
thyroide. Ces protéines assurent la régulation de la disponibilit¢ en T3. L’ensemble des
réactions de désiodation est résumé dans la figure 20. La T4 subit une désiodation
périphérique la transformant en une forme hormonale active, la T3 ; la réaction est catalysée
par des désiodases de type 1 (D1) et de type 2 (D2), clivant un des atomes d’iode du cycle
externe de la T4. La désiodase de type 1, absente du tissu cérébral est localisée dans le foie, la

thyroide et le rein, et est responsable de I’essentiel de la production de T3 circulante. Les
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hormones thyroidiennes peuvent réguler la synthése de D1 ainsi que son activité (Bianco et
coll., 2002).

La D2 est exprimée dans le cerveau, I’hypophyse et le tissu adipeux brun ; elle convertit
la T4 en T3 pour une utilisation intracellulaire (Bianco et Kim, 2006). Dans le cerveau 80% de
la T3 provient de la désiodation de la T4 en T3 (Crantz et coll., 1982). Son activité augmente
avec la baisse des niveaux sériques de T4 pour favoriser la production de T3 (Obregon et
coll., 2005). Elle n’est cependant exprimée que dans certains types de cellules du SNC : les
astrocytes et les tanycytes (Guadano-Ferraz et coll., 1999). Actuellement, on pense que, dans
le cerveau, ce sont les astrocytes qui générent la T3 active a partir de la T4 circulante, libérant
ainsi par la suite ’hormone active a proximité des neurones. La désiodase de type 3 localisée
essentiellement dans les neurones, pourrait réguler la disponibilité locale en HT dans le
cerveau en dégradant aussi bien la T4 que la T3 en leurs métabolites inactifs (Freitas et coll.,
2010). La D3 permet de réguler la baisse de concentration en HT locales et de protéger les
neurones de niveaux élevés d’HT (Dentice et Salvatore, 2011).

La désiodation du cycle interne de la T4 et de la T3 généere des métabolites inactifs (rT3
ou 3,3°,5” triiodo-L-thyronine et T2 ou 3,3’-diiodothyronine respectivement) (Goumaz et
Burger, 1992). D’une maniere générale, chez I’homme, la monodésiodation de la T4
produisant de la T3 ou rT3 représente 80% de la métabolisation de la thyroxine. Des études
ont mis en évidence que lorsque les taux d’HT sont faibles, les taux de désiodase de type 2
sont augmentés dans le cerveau. Réciproquement, lorsque les concentrations en HT sont
¢levées, on observe une augmentation des niveaux de désiodase de type 3 (Calvo et coll.,
1990 ; Guadano-Ferraz et coll., 1999 ; Heuer, 2007).

L’activité des désiodases varie selon la spécificité de leur substrat, le produit de
réaction, la localisation cellulaire et la cinétique enzymatique (Lazar, 1993). Les niveaux
intracellulaires de T3 dépendent des activités relatives de chaque désiodase permettant ainsi
une régulation fine au niveau de chaque cellule cible (Bianco et coll., 2002 ; Chassande,
2003). Cet équilibre protége le cerveau contre les effets néfastes de 1’hyper- ou

I’hypothyroidie.
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Figure 19 : Régulation de la production des hormones thyroidiennes par 1’axe hypothalamo-hypophysaire
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3.1.3. Catabolisme des HT
Chez I’homme, le métabolisme de dégradation de la T4, forme majoritaire, concerne

20% des stocks de thyroxine. Au niveau du foie, les HT peuvent étre conjuguées sur leur
fonction phénolique selon une glucuroconjugaison pour la T4 et une sulfoconjugaison pour la
T3. Ces hormones conjuguées sont ainsi déversées dans la bile a partir du foie, et leur
hydrolyse dans I’intestin permet un cycle entérohépatique des iodothyronines d’une
importance non négligeable (DiStefano et coll., 1993). Cette voie de dégradation est d’une
moindre importance chez ’homme comparativement au rat chez lequel elle représente 50%
du métabolisme des hormones. Par ailleurs, dans la plupart des tissus cibles des HT, des
réactions de désamination et décarboxylation des HT produisent des acides tétra- ou
trilodothyroacétiques (TETRAC, TRIAC). Ces acides peuvent étre déshalogénés dans les
cellules cibles et libérer de 1’iode qui va retourner dans la circulation sanguine (Goumaz et

Burger, 1992, Juge-Aubry et coll., 1995).

Thyroxine, T4 Reverse T3

HO

T3

HO

Figure 20 : Principales étapes d’activation et d’inactivation des hormones thyroidiennes par les désiodases.
rT3 : 3,3°,5’- triiodothyronine (reverse T3) ; T2 : 3,3’-diiodothyronine (d’apres Bianco et Kim, 2006).
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3.2. Les déséquilibres hormonaux

Une altération du taux d’HT peut conduire a D’apparition d’un dysfonctionnement
thyroidien, entralnant ainsi une hyperthyroidie ou une hypothyroidie. Les symptdmes de
I’hyperthyroidie incluent une perte de poids, de I’anxiété ou de la nervosité, une transpiration
accrue, des tremblements, de la diarrhée, des palpitations, une faiblesse musculaire, ou encore
une intolérance a la chaleur. L hypothyroidie se manifeste par des signes typiques qui incluent
la fatigue, le gain de poids, la dépression, la Iéthargie, la peau seche, I’intolérance au froid, un
changement de voix, et des crampes musculaires.

Un dysfonctionnement de la thyroide représente 'un des principaux troubles
endocriniens. Il est cependant assez difficile d’obtenir des données épidémiologiques précises,
car il faut tenir compte des populations étudiées, de leurs spécificités génétiques, mais surtout
de I’apport en iode de leur environnement. En 2014, Madariaga et ses collaborateurs, dans
leur méta-analyse, ont évalué la prévalence des désordres thyroidiens en Europe a environ
3.82%, avec une prévalence de 3.05% et 0.75% respectivement pour I’hypo- et
I’hyperthyroidie. D’une fagon générale, il semble que la prévalence la plus forte revient a

I’hypothyroidie, qu’elle soit sévere ou infraclinique.

3.3. L’hypothyroidie

L’hypothyroidie est 1’'une des affections thyroidiennes les plus communes. Elle
implique une grande variété de symptomes et différents degrés de sévérité. Au cours des deux
derniéres décennies, une série de travaux a mis [’accent sur les mécanismes
physiopathologiques et pathogéniques impliqués dans I’atteinte thyroidienne tandis que les
progres de I’exploration fonctionnelle en permettent un diagnostic plus sir et surtout plus

précoce.

3.3.1. Définitions
L’hypothyroidie est traditionnellement définie comme un déficit en HT. Il existe

différents critéres pour définir une hypothyroidie selon que I’on parle de la période de
développement de la maladie, du niveau de dysfonctionnement endocrinien ou de la sévérité
(revue dans Wilmar, 2013) :
* On parlera d’hypothyroidie néonatale ou congénitale pour les nouveaux-nés, et
d’hypothyroidie acquise chez I’enfant ou I’adulte.
* L’hypothyroidie primaire (ou périphérique) se référe a une diminution de la sécrétion

en HT causée par des facteurs affectant la glande thyroide elle-méme. La chute de la
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concentration sérique en HT qui en découle provoque une sécrétion accrue de TSH. La
diminution de la sécrétion thyroidienne en HT peut également €tre causée par une
stimulation insuffisante de la glande thyroide par la TSH, (hypothyroidie secondaire)
ou indirectement par la diminution de la sécrétion hypothalamique en TRH
(hypothyroidie tertiaire). Dans la pratique clinique, il n’est pas toujours possible de
discriminer les hypothyroidies « secondaires » et « tertiaires », qui sont donc souvent
regroupées sous le terme d’hypothyroidie centrale. Dans de rares cas, les symptomes
et les signes d’un déficit en HT sont causés par ’incapacité des tissus a répondre a
I’hormone thyroidienne. Ils seraient dus a des mutations au niveau du geéne codant les
TR et seraient connus sous le nom de résistance aux HT. Au niveau clinique, ces
pathologies sont associées a une sécrétion normale des HT. Des mutations dans
d’autres geénes impliqués dans le métabolisme extra-thyroidien et [’action des
hormones thyroidiennes dans les tissus cibles peuvent aussi causer une hypothyroidie
(ex : MCTS). Ces cas pourraient étre étiquetés comme hypothyroidie fonctionnelle.

* Une affection modérée du statut sera qualifiée d’hypothyroidie infraclinique ou
subclinique. Lorsque le statut est fortement altéré, on parle d’hypothyroidie sévére

(revue dans Roberts et Ladenson, 2004)

3.3.2. Epidémiologie

L’hypothyroidie est une maladie fréquente, qui touche environ 3% de la population en
Europe (Madariaga et coll, 2014). La prévalence augmente avec 1’age, surtout aprés 50 ans
(Bensenor et coll, 2012) ; les femmes sont 10 fois plus touchées que les hommes
(Vanderpump, 2011).

La prévalence de I’hypothyroidie infraclinique, fréquemment décrite chez les
personnes agées, est supérieure a celle de 1’hypothyroidie sévere (7,5% de la population

générale) (Surks et coll., 2004).

3.3.3. Signes cliniques
a) Tableau clinique général

Les affections thyroidiennes séveéres sont associées a des symptOomes et signes
cliniques majeurs, ce qui n’est pas le cas pour les hypothyroidies infracliniques qui sont dites
asymptomatiques.

Chez le nouveau-né, I’hypothyroidie congénitale est accompagnée d’un défaut de
croissance staturo-pondérale et d’une atteinte osseuse. Le plus souvent un développement

ectopique de la glande voire une absence de la thyroide est mis en évidence (Toublanc, 1992).
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L’hypothyroidie acquise entraine diverses manifestations musculaires et cutanées
(démarche ataxique, crampes, secheresse de la peau, dépilation et perte des cheveux). Un
syndrome hypométabolique général entraine un ralentissement global des fonctions vitales,
intellectuelles et physiques, avec une diminution de la température corporelle et une certaine
frilosité (revue dans Roberts et Ladenson, 2004). A cela s’ajoutent des troubles digestifs
comme la constipation, une prise de poids, et des manifestations hématologiques telles que
I’anémie et des troubles de la coagulation (Jaffiol, 1992). Selon la cause de I’hypothyroidie,
on peut observer par échographie une atrophie de la glande ou un goitre. Il est a noter que ces
signes et symptomes n’apparaissent pas systématiquement tous en méme temps et qu’ils

peuvent parfois évoquer d’autres pathologies.

b) Conséquences cérébrales et cognitives

En plus de leur action dans la régulation du métabolisme général, les HT jouent un
role essentiel dans le développement et la maturation du systéme nerveux central (Morreale
de Escobar et coll., 2004) et dans le maintien des fonctions cérébrales chez 1’adulte (Smith et
coll., 2002). De nombreuses ¢tudes ont mis en évidence les effets nocifs d’un déficit en HT au
cours des stades du développement (Morreale de Escobar et coll., 2004 ; Horn et Heuer,
2010 ; Halpern et coll., 1991). En effet, un déficit en HT durant la période développementale
entraine chez les enfants un sévére retard mental, une surdité, une diplégie spastique et une
rigidité extrapyramidale (Halpern et coll., 1991). Ces déficits sous-tendent des altérations de
prolifération, de migration et de maturation cellulaire, mais également des défauts de
my¢linisation et une altération structurale des cellules (revue dans Chan et Kilby, 2000). Ces
altérations irréversibles sont responsables d’un quotient intellectuel anormalement faible et
conduisent au crétinisme.

Chez I’adulte, I’action des HT sur le cerveau et les processus cognitifs n’est pas aussi
bien documentée. Cependant des travaux menés chez 1’homme, ont révélé qu’une
hypothyroidie sévere ou sub-clinique entraine des déficits cognitifs, en particulier des troubles
de la mémoire spatiale, de la mémoire associative, de la mémoire verbale (Correia et coll.,
2009), de la mémoire de travail (Samuels, 2010). Au niveau comportemental, différentes
manifestations sont recensées telles que des déficits d’attention, des troubles de 1’humeur
comme la dépression voire la manie, 1’ataxie (trouble de la coordination des mouvements
d’origine neurologique) (Bauer et coll., 2003 ; Roberts et Ladenson, 2004 ; Gulseren et coll.,
2006). Au niveau cellulaire, les données de Cortés et coll. (2012) montrent que

I’hypothyroidie induite par un traitement PTU chez des rats adultes, altére la composition des
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densités postsynaptiques et diminue la survie neuronale et astrocytaire. L’hypothyroidie chez
I’adulte alteére également la neurogenése dans le gyrus denté avec une diminution de 30% du
nombre de cellules en prolifération (Montero-Pedrazuela et coll., 2006 ; Zhang et coll.,

2009 ; revue dans Remaud et coll., 2014).

3.3.4. Diagnostic
Le diagnostic de I’hypothyroidie est basé sur un interrogatoire et un examen clinique ;

les dosages hormonaux TSH, T4 et T3 libres effectués confirment le diagnostic. Le dosage
des HT libres a remplacé celui des protéines totales permettant ainsi de s’affranchir des
variations de protéines de transport plasmatiques (Jaffiol, 1992 ; Topliss et Eastman, 2004).
Une hypothyroidie sévére implique, au niveau sérique, 1’augmentation de la TSH et la
diminution des hormones libres T4 et T3. Si ’affection thyroidienne est infraclinique, seule
une augmentation du taux de TSH plasmatique est détectée.

L’hormone TSH est le premier parametre modifié en cas de dysthyroidie. Son dosage
permet de diagnostiquer le niveau d’atteinte. Le dosage de la TSH sert également a surveiller
le traitement. Le taux sérique normal de la TSH chez ’homme est compris entre 0.4 et 4
mU/L de sang. Lors de I’hypothyroidie primaire (la plus répandue), on observe une
augmentation importante de la TSH (> 10 mU/L) ; elle est accompagnée d’une baisse
significative du taux plasmatique de thyroxine libre. Une élévation plus modérée du taux de
TSH est caractéristique d’une affection infraclinique du statut thyroidien avec risque

d’évolution en hypothyroidie sévére.

3.3.5. Traitement

Un traitement est recommandé si le taux sérique de TSH dépasse les 10 mU/L ou
augmente progressivement (Zopliss et Eastman, 2004). Pour les différentes formes
d’hypothyroidie, 1’administration d’hormones thyroidiennes destinée a compenser
I’insuffisance hormonale est prescrite généralement a vie. On peut envisager 1’utilisation de
T4 ou T3 ou une association des deux. Le traitement a la T3 est plutdt rare, et souvent
transitoire a cause de la demi-vie courte de la triiodothyronine. Le traitement a la T4
(Iévothyroxine ou L-thyroxine) est le plus courant ; sa demi-vie biologique de 7 jours
conduisant a une concentration sanguine stable au bout d’un mois. C’est donc le traitement de
choix de I’hypothyroidie car il garantit une concentration constante méme si le patient oublit
occasionnellement sa prise médicamenteuse (Jaffiol, 1992). Le traitement, ajusté selon le

degré du déficit hormonal, doit conduire a une normalisation du taux plasmatique de TSH,
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bien en dessous de la limite normale supérieure (~1-2mU/L) afin de voir disparaitre tous les

symptomes associés.

3.3.6. Modéles d’études de ’hypothyroidie
Afin d’étudier les effets des hormones thyroidiennes sur les grandes fonctions

biologiques, plusieurs modeles d’hypothyroidie ont été mis en place chez le rongeur (Iniguez
et coll., 1992 ; Weiss et coll., 1997 ; Guadano-Ferraz et coll., 1999 ; Constantinou et coll.,
2005 ; Sui et coll., 2006).

Deux méthodes majeures sont employées pour induire une hypothyroidie chez un
animal : la thyroidectomie et I’inhibition de la synthése des HT en utilisant un antithyroidien
de synthése (ATS). Les ATS sont communément utilisés chez 1’homme pour traiter des
problémes d’hyperthyroidie. Ils sont répartis en deux familles de composés : les dérivés du
thiouracile et les dérivés du mercapto-imidazole. Ils ont la capacité de se lier a la thyroide
peroxydase et d’inhiber la formation du complexe de la TPO avec ’iode (figure 21). Ainsi
I’iodation des thyroglobulines est impossible, les hormones thyroidiennes ne sont plus
synthétisées. Les ATS peuvent également inhiber la réaction de couplage entre la mono-
iodotyrosine et la diiodotyrosine conduisant a la formation des iodothyronines (A/lannic,
1992). Deux antithyroidiens sont régulicrement utilisés : le propylthiouracile (PTU) et le
méthimazole (MMI). La différence de traitement réside dans le transport plasmatique de ces
composés : le MMI circule sous forme libre alors que le PTU est 1i¢ a 90% a 1’albumine
(Cooper, 2005). 11 semblerait que les taux sériques des patients hyperthyroidiens soient
normalisés plus rapidement apres traitement avec le MMI. Néanmoins, le PTU a la propriété
supplémentaire d’inhiber de maniere compétitive la désiodation périphérique de la T4 assurée
par la désiodase de type 1 (Leclere, 1992 ; Bianco et coll., 2002). Sachant que la T3 circulante
est majoritairement produite par la désiodation de la T4 par la D1 au niveau du foie, le PTU
induit chez le rat une forte inhibition (50%) de la production de T3. Cependant chez I’homme,
le propylthiouracile ne diminue que partiellement les taux sériques de T3 (Goumaz et Burger,
1992), étant donné que la désiodation extrathyroidienne de la T4 assurée par la D1 ne
représenterait que 25% de la production journali¢re de T3 (Bianco et coll., 2002).

Au niveau du traitement de ces animaux rendus hypothyroidiens par voie chimique, on
peut administrer la T4 ou la T3. Il faut noter que la T4 sera moins efficace chez le rat que chez
I’homme (Bianco et coll., 2002). En effet, la production de T3 assurée par la glande thyroide
est plus importante chez le rat que chez I’homme (40% contre 20%). De ce fait, la synthése de

la T3 en périphérie par désiodation de la T4 représente une fraction moindre chez le rongeur
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(60% au lieu de 80% chez I’homme). Un traitement a la T4 chez le rat ne pourra donc pas
reconstituer compleétement le stock de T3 circulantes. Une administration de T3 semble plus

appropriée, a condition d’adapter la dose pour un traitement avec la forme active des HT.

7
Inhibition of TPO-
catalyzed iodination
of tyrosine residues

Triiodothyronine

Thyroxine

Liver and other
peripheral tissues

Figure 21 : Effets des antithyroidiens sur le métabolisme général des hormones thyroidiennes. (D ‘aprés Cooper,
2005)
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Chapitre III : Hypothyroidie et Maladie
d’Alzheimer

Contexte et objectifs

Comme nous I’avons briévement rapporté précédemment, certaines données de la
littérature suggerent que I’hypothyroidie, dont la prévalence augmente avec 1’age (Aggarwal
et Razvi, 2013), pourrait étre un des facteurs de risque de la MA. Aujourd’hui, il est
clairement admis que I’hypothyroidie chez I’adulte s’accompagne de troubles d’apprentissage
et de mémoire (4lzoubi et collkadhi, 2014), et de 1égéres variations du taux d’HT peuvent
entrainer un dysfonctionnement cognitif et conduire a un syndrome démentiel (7an et Vasan,
2009). En outre, un certain nombre d’études épidémiologiques suggerent I’existence d’une
relation entre I’hypothyroidie et le risque de démence. C’est notamment le cas des travaux de
Ganguli et de ses collaborateurs (1996) menés sur une cohorte de 194 personnes agées de 65
ans ; ils ont mis en évidence qu’il existe une probabilité de trois & quatre fois plus élevée de
démence chez les patients hypothyroidiens. En 2008, Davis et ses collaborateurs ont révélé
une hypothyroidie tissulaire chez des patients atteints de MA ; ces auteurs ont précisément
mis en évidence une diminution significative du taux de T3 sérique dans le cortex préfrontal
de patients Alzheimer. Plus récemment, Johansson et coll. (2013) ont mis en évidence chez
ces patients (1) une corrélation positive entre les niveaux d’HT et les performances cognitives
¢valuées dans le MMSE, et (2) une corrélation négative entre ce méme taux d’HT et le
marqueur de dommages axonaux Tau. Une hypothyroidie locale a également été décrite en
post-mortem dans I’hippocampe de patients atteints de la MA (Luo et Stopa, 2004; Sampaolo
et coll, 2005).

Des données de la littérature obtenues in vitro soulignent également le réle des HT
dans les processus générant des dépdts amyloides. Ces études montrent que les HT régulent
négativement la transcription de la protéine AP (Belandia et coll., 1998 ; Contreras-Jurado et
coll, 2012). Ces données sont confortées par des travaux réalisés sur des rongeurs, qui
montrent que de faibles niveaux d’HT s’accompagnent d’une augmentation de 1’expression du
taux d’ARNm codant le géne de I’APP, suggérant que les HT moduleraient ainsi la
production d’AB (O’Barr et coll., 2006). Enfin, récemment, des études ont montré que
I’hypothyroidie chez des rats adultes favorise la voie amyloidogénique de dégradation de

I’APP dans I’hippocampe (Ghenimi et coll., 2010).
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L’ensemble de ces résultats suggere que [’hypothyroidie, et notamment
I’hypothyroidie cellulaire, pourrait étre impliquée dans 1’étiologie de la MA et contribuer ainsi
aux déficits cognitifs associés. Ces données de la littérature restent parcellaires mais ne sont
pas a négliger : associées a I’ensemble des connaissances existant sur la MA et sur le role des

HT, elles ouvrent un champ d’investigation nouveau.

Dans ce contexte, mon travail de thése avait pour objectif de préciser le lien entre
I’hypothyroidie et ’apparition de certaines lésions neuropathologiques et fonctionnelles

observées dans la MA.

La démarche a consist¢ d’une part a étudier chez des rats adultes 1’effet d’une
hypothyroidie, induite par I’administration de PTU dans 1’eau de boisson pendant 5 semaines,
sur un ensemble de 1ésions de la MA. La mémoire spatiale des animaux a également été testée
sur ces animaux. Dans un second temps, afin de renforcer notre compréhension, nous avons
¢tudié l’effet d’une administration de T3 sur les altérations neuropathologiques et

comportementales observées.

Les résultats obtenus dans la premicre partie de ce travail montrent que
I’hypothyroidie favorise, dans I’hippocampe des rats, le taux de peptides Ap-42,
I’hyperphosphorylation de Tau et entraine une augmentation de la libération de molécules
proinflammatoires. L’hypoactivit¢ de la voie des HT conduit également a une atrophie
cérébrale et a des déficits mnésiques associés a une modification de certaines voies de
signalisation connues pour jouer un role dans les processus d’apprentissage et de mémoire.
L’ensemble des résultats obtenus est présenté dans le chapitre II et a fait ’objet d’une

publication acceptée dans Hippocampus.

Publication: Chaalal A., Poirier R., Blum D., Gillet B., Le Blanc P., Basquin M., Buée L.,
Laroche S., Enderlin V. PTU-Induced Hypothyroidism in Rats Leads to Several Early
Neuropathological Signs of Alzheimer’s Disease in the Hippocampus and Spatial Memory
Impairments. Hippocampus (2014)
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La seconde partie de mon travail de thése a consist¢ a étudier le potentiel de
restauration les altérations neuropathologiques et comportementales observées par une
administration de T3. Dans cette partie nous montrons qu’une administration de T3, aprés 5
semaines de traitement au PTU, diminue le taux de peptides AB-42 et de molécules
proinflammatoires ; ce méme traitement permet de restaurer les capacités mnésiques a court
terme mais reste sans effet sur les déficits de mémoire a long terme. Ce travail trés avancé

fera I’objet d’une seconde publication.
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Partie II : Matériels et
méthodes
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1) Modele d’étude : animaux et traitements

1.1. Conditions d’élevage

Les expériences ont été réalisées sur des rats males de la souche Wistar (Janvier, Le
Genest Saint Isle, France) agés de 8 semaines. Les animaux ont été hébergés dans des cages
collectives (2 par cages) dans une animalerie maintenue dans des conditions de température
(22°C) et d’hygrométrie (60%) constantes, avec un cycle lumiére/obscurité de 12h/12h. IIs ont
eu un acces libre a la nourriture et a 1’eau de boisson. L’état physique, la température
corporelle et la croissance pondérale des animaux ont été suivis pendant toute la durée du
protocole expérimental. Les expériences ont été réalisées en accord avec la directive
européenne du 24 novembre 1986 (86/609/EEC) sur I’expérimentation animale et les régles

en vigueur en France (87/848) EU Directive 2010/63/EU.

1.2. Traitements et protocoles expérimentaux

1.2.1 Mise en place de ’hypothyroidie

L’hypothyroidie a ¢été induite chez les animaux par [D’administration de
propylthiouracile (6-n-propyl-2-thiouracyl ; PTU, Sigma) a une dose de 0,05% dans I’eau de
boisson. Ce traitement de 5 semaines a été associé a un régime alimentaire standard (Coustaut
et coll, 1996). A ’issue de ce traitement une partie des animaux a été soumise a différents
tests comportementaux afin d’étudier 1’effet de 5 semaines de traitements PTU sur la
mémoire, I’anxiété et la locomotion. L’autre partie des animaux a été sacrifiée sans avoir
effectu¢ de tests comportementaux. Apres décapitation, I’hippocampe a été rapidement
prélevé et conservé a -80°C afin de réaliser des analyses biochimiques et moléculaires. Un

prélevement sanguin a été réalis¢ au moment du sacrifice pour le dosage de la T3 sérique.

1.2.2 Traitement par la T3
Apreés 5 semaines de traitement, une partie des rats traités au PTU a recu de la

tritodothyroinine (T3) par injections intra-péritonéale a une dose de 150mg/kg durant 4

jours consécutifs ou pendant toute la durée des tests comportementaux.
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2) Méthodes

La plupart des méthodes utilisées sont décrites dans la publication figurant dans la
premicre partie des résultats. Seuls le principe et les grandes étapes des méthodes citées
dans la publication sont énoncés ici. Les protocoles des méthodes ne figurant pas dans la

publication sont davantage détaillés dans cette partie.

2.1. Quantification des ARN par RT-PCR en temps réel

La technique de PCR quantitative en temps réel (Real-time quantitative Polymerase
Chain Reaction) est une méthode in vitro permettant de quantifier 1’expression d’un gene
d’intérét. Elle nécessite, au préalable, ’extraction des ARN des tissus étudiés puis la
réalisation d’une transcription inverse des ARNm en ADN complémentaire (ADNCc).
L’expression de genes cibles des HT (RC3, TRa, TRp), mais également des génes codants
pour des marqueurs pro-inflammatoires (IL1B, IL6, TNFa, CRP), ou des indicateurs de la
voie ERK-MAPK (EGR1) ainsi que les genes codants pour différentes isoformes de 1’APP
(APP695, APP770-751), a été mesurée dans 1’hippocampe des animaux hypothyroidiens

administrés ou non par la T3.

2.1.1. Extraction des ARN
Afin d’extraire les ARN de I’hippocampe, les tissus ont dans un premier temps été

homogénéisés dans 1 ml de réactif Trizol (Invitrogen, France) a ’aide de billes de verre dans
I’homogénéisateur PreCellys®. La vitesse de broyage ainsi que le nombre de cycles ont été
optimisés pour obtenir le meilleur rendement d’extraction (5500 rpm pendant 20 sec). Apres
les 5 minutes d’incubation a température ambiante permettant la dissociation des complexes
nucléoprotéiques, I’ARN a été séparé¢ de I’ADN et des protéines par ajout de 0,2 ml de
chloroforme suivi d’une centrifugation (15 min, 12000g, 4°C). La phase aqueuse qui contient
les ARN a été prélevée, puis de I’isopropanol a été additionné afin de précipiter les acides
nucléiques. Aprés 10 minutes d’incubation a température ambiante, le mélange a été
centrifugé a 12000g, a 4°C pendant 10 minutes. Le culot d’ARN ainsi obtenu a été lavé avec
de I’éthanol a 70%. Apreés une nouvelle centrifugation a 7500g pendant 5 minutes a une
température de 4°C, le surnageant a ét¢ éliminé et le culot séché pendant une 1 h a 4°C. Les

ARN ont ensuite été repris dans 25 pl d’eau milliQ stérile pendant 45 minutes a 4°C.
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La pureté et la concentration des ARN obtenus ont été mesurées a ’aide d’un
spectrophotométre:
- DO260 nm/D 0230 nm >2 : absence de contamination par le thiocyanate de guanidium,
- 1,6 < DO260nm/DO280nm < 2 : absence de contamination protéique,

- 1,27 < DO260nm/DO270nm < 1,29 : absence de contamination phénolique.

Finalement, les solutions d’ARN ont été diluées pour obtenir une concentration finale de 0,5
png d’ARN/uL.

2.1.2. Préparation des ADN complémentaires

L’utilisation d’oligonucléotides et d’amorces aléatoires (Invitrogen, France) a permis
la rétro-transcription des ARN en ADNc. La transcription inverse (RT) a été réalisée en
utilisant comme amorces des hexameres de séquence aléatoire («random primer») mis en
présence de la transcriptase reverse Superscript II RT (Invitrogen, France). Aprés une étape
d’activation des enzymes pendant 10 minutes a 25°C, la réverse transcription est réalisée
pendant 50 min a 42°C, puis la réaction est arrétée et I’enzyme résiduelle est détruite en
chauffant a 70°C pendant 15 minutes. Les produits de RT ont été conservés a -20°C jusqu’a

I’étape de PCR (Polymerase Chain reaction).

2.1.3. Polymérase Chain Reaction (PCR)
La PCR en temps réel est réalisée a 1’aide du CFX96 Touch™ (Bio-Rad, France), qui

combine le processus d’amplification des brins d’ADNc a la détection en temps réel des
produits de PCR. Le principe de la PCR en temps réel est basé sur la détection et la
quantification d’un émetteur fluorescent, le SYBR Green. Cet agent intercalant se lie
préférentiellement a I’ADN double-brin néosynthétisé. L’augmentation du signal fluorescent
est directement proportionnelle a la quantité d’amplicons (produits d’amplification) générés
durant la réaction de PCR réalisée en présence de I’enzyme Hot-Start Sso7d-fusion. En
mesurant la quantité de fluorescence émise a chaque cycle, il devient possible de suivre la
réaction de PCR durant la phase exponentielle.

La réaction d’amplification a été réalisée dans des plaques de 96 puits. Aprés une
étape d’activation de I’enzyme a haute température, la réaction d’amplification comprend 50
cycles de 2 étapes chacun :

- 10 secondes de dénaturation a 95°C ;

- 30 secondes d’hybridation/polymérisation des amorces a 60-64°C
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A chaque cycle, la fluorescence du SYBR Green a été mesurée en fin de phase d’¢longation.
Les séquences des amorces « amonts » et « avales » utilisées pour 1’amplification de chaque
gene sont présentées dans le tableau I'V.

L’¢étape finale du programme est la fusion qui permet de vérifier la spécificité de
I’amplification. Il s’agit d’une montée trés rapide en température (95°C) de fagon a dénaturer
I’ADN double brin, suivie d’'une diminution progressive. Lorsque la température de couplage
est atteinte, ’ADN double brin se reforme. La présence d’une seule température de fusion

indique qu’un seul géne a été amplifié.

Tableau IV: Séquences amont (F) et aval (R) des amorces utilisées pour I’amplification en
RT qPCR et taille des amplicons.

Taille de Températures

Génes cibles Séquences des amorces G e,

RC3 F: 5> GCTCCAAGCCAGACGACGATATTC 3’ 127pb 62°C
R: 5° CACTCTCCGCTCTTTATCTTCTTC 3’

EGR1 F: 5’ CCTCAAGGGGAGCCGAGCGA ¥ 177pb 62°C
R: 5> GCCACTGTTGGGTGCAGGCT 3

TNFa F: 5> AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC 3’ 111pb 62°C
R: 5> TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC ¥’

CRP F: 5> TGTCTCTATGCCCACGCTGATG 3’ 128pb 64°C
R: 5> GGCCCACCTACTGCAATACTAAAC ¥

IL1B F: 5> TGAGGCTGACAGACCCCAAAAGAT ¥ 181pb 60°C
R: 5° GCTCCACGGGCAAGACATAGGTAG ¥’

IL6 F: 5> AGCCACTGCCTTCCCTACTT 3’ 154pb 64°C
R: 5> GCCATTGCACAACTCTTTTCTC 3’

TRa F: 5> GATTCTGTACAAGGGGG 3’ 113pb 62°C
R: 5 ACAACATGCATTCCGAGAAG 3’

TRp F: 5> TCCTGATGAAGGTGACGGACCTGC 3’ 117pb 62°C
R: 5 TCAAAGACTTCCAAGAAGAGAGGC 3’

APP695 F: 5> TGGAGGAGGTAGTCCGAGTTCCC 3’ 115pb 62°C
R: 5’ CTCTTTGGCTTTCTGAaaatggg 3’

APP770-751  F: 5’ CTCCCGCTGGTACTTTGATGTCAC 3’ 127pb 62°C
R: 5° CTCTTTGGCTTTCTGGAAATGGG 3’

PPIB F: 5> GTTCTGGAAGGCATGGATGT 3’ 153pb 62°C
R: 5> TCCCCGAGGCTCTCTCTACT 3’
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2.1.4. Analyse des produits d’amplification

La quantit¢ d’ADNc, qui refléte la quantit¢ d’ARNm initiale, n’est pas connue en
valeur absolue mais sa proportion est déterminée par rapport a 1’expression d’un gene de
référence, le PPIB (peptidylprolyl isomerase B). Nous avons préalablement vérifié que

I’expression de ce geéne est stable dans nos conditions expérimentales.

Pour chaque couple d’amorces, des dilutions sérielles réalisées au cinquiéme, donnant
lieu @ une gamme de courbes d’amplification, a été réalisée, témoignant de 1’augmentation de
la quantité de fluorescence a chaque concentration. Ces gammes ont permis au logiciel de
tracer une droite standard du Cq (quantification cycle) en fonction du logarithme de la
concentration en ADNc. Le Cq est déterminé automatiquement par le logiciel du CFX96
Touch™ comme étant I’interaction entre la tangente de la partie exponentielle de
I’amplification et la ligne de base. L’utilisation de gammes standard a aussi permis de corriger
les variations potentielles d’efficacité de PCR entre le géne de référence et le géne d’intérét et
d’intégrer cette variation d’efficacité de PCR dans le calcul du ratio géne d’intérét/ géne de

référence.

Une fois les conditions de PCR optimisées pour chaque géne (absence de contaminant
dans le contréle négatif, un seul pic de fusion dans les échantillons, efficacit¢ de PCR > 1,8),
les PCR ont été réalisées sur tous les échantillons a une concentration fixe d’ADNc (2,5ng)
afin de déterminer le Cq de chaque géne étudié. Le CFX96 Touch™ est équipé d’un logiciel
de quantification relative permettant pour chaque échantillon de reporter les Cq du gene de
référence et du géne d’intérét sur les gammes standard préalablement établies afin de calculer

le niveau d’expression du géne d’intérét par rapport au geéne de référence.

2.2. Western blot

2.2.1. Principe

Le Western-blot est une méthode permettant la détection de protéines spécifiques sur
une membrane. Les protéines sont séparées en fonction de leur poids moléculaire par une
¢électrophorése en conditions dénaturantes, puis sont transférées sur une membrane de

nitrocellulose. L’utilisation d’un anticorps permet de révéler spécifiquement une protéine.

Les niveaux d’expression de différentes protéines impliquées dans des voies de

signalisation (CaM, CaN, CaMKII, p-CaMKII, CaMKIV, RC3, p-RC3, CREB, p-CREB,
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ERK42, p-ERK42, ERK44, p-ERK44, Egrl), mais également dans les processus
inflammatoires (IL1B, CRP) ont été évalués par western-blot. Les niveaux de phosphorylation
de la protéine tau ont également été analysés par Western-blot en collaboration avec le Dr. D.

Blum de I’équipe de Luc Bué (Inserm, Lille).

2.2.2. Protocole

a) Séparation électrophorétique et transfert des protéines
Les extraits protéiques d’hippocampe ont ét¢ dénaturés, concentrés sur un gel de

polyacrylamide de 4 ou 5%, puis séparés sur un gel de polyacrylamide de 9% ou 12%. Une
¢tude préliminaire a permis de déterminer la quantit¢ de protéines a déposer lors de
I’¢lectrophorése (il faut en effet une relation linéaire entre le signal et la quantité de protéines
totales déposées pour quantifier).

La migration a été réalisée pendant 40 minutes dans du tampon d’électrophorése. Le
poids moléculaire de la protéine a été déterminé grace a la co-migration de protéines de
référence de poids moléculaires connus. Les protéines ainsi séparées ont été transférées sur la

membrane de nitrocellulose.

b) Immunorévélation

Afin de bloquer les sites aspécifiques, la membrane a ét¢ incubée dans du tampon contenant
du Lait ou de la BSA (Bovine Serum Albumin) 5%. Elle a ensuite été incubée respectivement
avec un anticorps primaire puis secondaire. La membrane a ensuite été révélée par
chemioluminescence. L’incubation de la membrane dans une solution de « reblot » pendant

10 min permet d’éliminer les anticorps fixés, afin d’effectuer une nouvelle immunorévélation.

2.3. Dosage de la T3 sérique

Le taux d’hormones thyroidiennes sérique a été évalué par un test ELISA (kit
NovaTec Immundiagnostica, Allemagne). Le dosage repose sur une méthode colorimétrique
immunoenzymatique compétitive : I’intensité de la coloration est inversement proportionnelle
a la quantit¢ de T3 dans I’échantillon. L’absorbance dans les différents puits est alors lue a
450 nm dans un lecteur de plaque. La concentration en T3 des différents échantillons a été

déterminée a partir d’une courbe étalon de concentration connue en T3 (0 a 7,5ng/ml).
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2.4. Dosage du taux de peptides AB-42 dans ’hippocampe

Nous avons utilis¢ un kit ELISA (Wako, Etats-Unis) pour quantifier les taux de
peptides AB-42. Préalablement au dosage, les hippocampes ont ét¢ homogénéisés dans 400 pl
de tampon d’extraction (T-PER, Pierce) en présence d’anti-protéase. Aprés une centrifugation
de 5 min a 15000 rpm, le surnageant a été prélevé. La quantité de protéines totales a été

¢valuée en utilisant le kit Bio-Rad Assay.

Le dosage a été réalisé sur des homogénats d’hippocampe selon le principe d’un
ELISA-sandwich. Des anticorps monoclonaux BNT77 dirigés contre les épitopes AP (11-28)
sont fixés sur une plaque 96-puits et vont ainsi pouvoir se lier aux peptides AB-42. Apres
lavage, les puits sont incubés avec des anticorps monoclonaux BA27 dirigés contre
I’extrémité C-terminale du peptide AB-42 et conjugués a la peroxydase de raifort (HRP).
Aprés une incubation a 4°C pendant 60 min les puits sont rincés et 1’ajout d’un substrat
tétraméthylbenzidine (TMB) va permettre de colorer les échantillons en bleu. L’intensité de la
coloration est proportionnelle a la concentration en peptides AP-42 des échantillons.
L’absorbance a 450 nm a été déterminée en utilisant un lecteur de plaque. La concentration
des différents échantillons a été déterminée a partir d’une courbe étalon de concentration
connue (0 a 100 pmol/L). Les résultats ont été rapportés au taux de protéines totales dans

I’hippocampe.

2.5. Test comportementaux

Avant le début des tests comportementaux, les rats ont été manipulés chaque jour
pendant une semaine. Toutes les taches comportementales ont été effectuées entre 8h et 19h
avec un bruit de fond (bruit blanc : 60 décibels) dans le but de couvrir d’éventuels bruits
extérieurs perturbateurs. A I’exception du test du cyclotron, une caméra reliée a un systéme de
video-tracking (ANY-maze™™, version 4.5) a été placée au-dessus des dispositifs

expérimentaux afin d’enregistrer toutes les séquences comportementales.

2.5.1. Le test du couloir circulaire (ou cyclotron)

L’activité locomotrice basale des rats a été évaluée en utilisant le test du cyclotron. Le
dispositif est composé de deux cylindres concentriques avec des parois d’une hauteur de 40
cm. Le cylindre externe posseéde un diamétre de 40 cm, et le cylindre interne un diamétre de

20 cm, formant ainsi un couloir de 10 cm de largeur (figure 22).
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Figure 22 : Dispositif du Cyclotron

aucun signal.

Quatre capteurs présents a 2,5 cm du sol dans la
circonférence du dispositif permettent de compter chaque
passage du rat dans chaque quart du systéme. Chaque rat est
déposé dans le couloir circulaire et est libre d’y circuler
pendant 2 h. Le nombre de fois ou I’animal passe devant un
capteur est enregistré, durant des périodes de 10 min. Plus
I’animal parcourt une grande distance dans le couloir, plus

les capteurs se déclenchent. Un rat immobile ne produit

2.5.2. Le test du labyrinthe en croix surélevé (Plus-Maze)

Le comportement de type anxieux des animaux a été évalu¢ dans le test du labyrinthe

en croix surélevé (figure 23). Le dispositif est un labyrinthe surélevé en plexiglas noir ayant la

forme d’une croix avec deux branches opposées ouvertes (50 cm) et deux branches fermées

Figure 23 : Dispositif du Plus-Maze

(50 cm). Au centre se trouve une plateforme
ouverte (10 cm x 10 cm) sur les quatre bras.
Le labyrinthe est situ¢ a 50 cm du sol. Les
rats sont placés sur la plateforme centrale,
face a un des bras ouverts: ils sont alors
libres d’explorer le labyrinthe pendant 10
min. Ce dispositif est naturellement
anxiogene pour le rat, qui va spontanément
¢viter les bras ouverts et préférer les bras
fermés. Ce test permet de déterminer 1’état
d’anxiété du rat. L’activité locomotrice, le
nombre d’entrées et le temps passé dans les
différentes zones (bras ouverts, bras fermés et

centre) sont enregistrés.
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2.5.3. Le test de 'open-field
Le test de "open-field a été utilisé ici pour analyser I’activité exploratoire spontanée

des animaux dans un nouvel environnement. Le dispositif est composé d’une plateforme
carrée (1 m x 1 m) a fond noir, éclairée de
fagon homogene. Ce carré a virtuellement été
découpé en 25 carrés (5x5) de 20 cm de coté
chacun et deux zones ont été définies : les neuf
carrés au centre (en rouge) constituent la zone
interne et les seize autres (en bleu) délimitent
la zone externe (figure 24). Ce test permet
¢galement de mettre en évidence un
comportement de type anxieux chez le rat. En
effet, la zone centrale ou le rat est plus exposé

représente une zone potentiellement anxiogene.

Figure 24 : Dispositif de ’open-field

Chaque rat placé dans I’enceinte est libre d’explorer cet environnement pendant 10
min. Plusieurs paramétres ont été enregistrés, comme la distance parcourue dans les

différentes zones et le temps passé dans chaque zone.

2.5.4. Le test du labyrinthe aquatique de Morris (Water-Maze)
La tache du labyrinthe aquatique a été congue par R.G.M. Morris, afin d’évaluer les

capacités d’apprentissage et de mémoire spatiale chez 1’animal. Ce test repose sur I’aversion
des rats pour ’eau, qui les motive a s’échapper de ce milieu en localisant une plate-forme
« refuge » invisible. L’animal va pouvoir retrouver la plate-forme en utilisant différents
indices spatiaux. Nous avons choisi ici un protocole expérimental qui met en jeu la mémoire
spatiale de référence, dépendante de la formation hippocampique. En effet, la tiche
comportementale consistait pour 1’animal a localiser un “but” spatial fixe dont la localisation
reste constante au cours des différents essais et jours d’apprentissage, en utilisant des indices

spatiaux distaux.
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a) Le dispositif expérimental

Le dispositif est constitué d’un bassin circulaire de 150 cm de diamétre et de 40 cm de
hauteur. Il est rempli d’une eau a 22°C, rendue opaque grace a un colorant blanc non toxique.
Des indices visuels spatiaux sont disposés sur les murs et dans la piéce et ne seront pas
déplacés durant toute la durée de I’expérience. Ce bassin est séparé¢ en quatre quadrants
virtuels. Une plate-forme de 26 cm de hauteur et de 11 cm de diametre est disposée
aléatoirement au centre d’un des quatre quadrants et est invisible par immersion, a 1 cm sous

la surface de I’eau (figure 25). Au cours du test
Points de départs

plusieurs paramétres ont été¢ mesurés, tels que la
vitesse de nage, le temps nécessaire pour
atteindre la plate-forme (latence en secondes), la
distance (en centimétres). Enfin le tracé du
chemin parcouru par les animaux a été
Plateforme
enregistré. Afin de faciliter la détection de

Quadrant Quadrant

droit  opposé I’animal dans la piscine par le vidéo-traceur, la

téte des rats blancs a été colorée en noir avec un

| o produit non toxique.
¥YNn Talton ©

Figure 25 : Labyrinthe aquatique avec la plate-forme située sous 1’eau

b) Le protocole expérimental

Le protocole expérimental se déroule en deux phases : une phase d’acquisition et une

phase de rétention.

Durant la phase d’acquisition, qui constitue la phase d’apprentissage de la tache, la
plate-forme invisible (immergée) est positionnée dans 1I’un des quatre quadrants que I’on
nommera « quadrant cible » et son emplacement ne sera pas modifié pour un rat donné au
cours de la tiche expérimentale. Les trois autres quadrants servent alternativement de point de
départ, qui varie d’un essai a I’autre pour un méme rat. L’emplacement de la plate-forme, les
points de départs et I’ordre de passage varient équitablement entre les différents groupes de
rats. Les animaux disposent de 4 essais consécutifs de 90 sec par jour pour retrouver la
localisation de la plate-forme immergée. L’essai prend fin lorsque ’animal trouve la plate-
forme ou le cas échéant, a I’issu de 90 sec. Si le rat n’a pas trouvé la plate-forme au bout du

temps imparti, il est guidé jusqu’a celle-ci par I’expérimentateur. A la fin de chaque essai, que
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le rat ait découvert la plate-forme ou non, il doit demeurer 30 sec sur cette derni¢re avant de
débuter un nouvel essai. Cette phase d’apprentissage se déroule pendant une période de 7
jours et se termine par une phase de rétention le 8™ jour.

La phase de rétention permet d’évaluer la mémoire spatiale des animaux 24 h apres la
phase d’apprentissage. Durant cette phase, la plate-forme est retirée et les animaux ne
disposent que d’un essai de 90 sec pour chercher I’emplacement ou se trouvait la plate-forme.

Pour chaque animal, différents paramétres ont été enregistrés lors des phases
d’acquisition et de rétention : la latence pour atteindre la plate-forme, la vitesse de nage, la
distance parcourue, le temps passé dans les différents quadrants et le nombre de passages de

I’animal sur I’emplacement de la plateforme au cours de la rétention.

2.5.5. Le test du labyrinthe radial aquatique (Radial Arm Water-Maze)
Lorsque la mémoire implique le traitement d’informations spatiales ainsi qu’une mise

a jour constante de ces informations, par exemple lors d’une tache de navigation ou
I’emplacement de la cible est modifié chaque jour, on parle de mémoire spatiale de travail. Le
RAWM est un paradigme permettant d’évaluer la mémoire spatiale de travail. Il combine la
complexité spatiale du labyrinthe radial en s’affranchissant de la contrainte de devoir mettre
les animaux en restriction alimentaire ou hydrique étant donné qu’il repose sur une motivation
aversive (milieu aquatique). Le test que nous avons utilisé est basé sur les travaux de
Diamond et coll., (1999). L’animal doit retrouver une plate-forme immergée dans un
labyrinthe radial a 6 branches en utilisant des indices spatiaux placés autour du dispositif
expérimental. L’emplacement de la plate-forme varie chaque jour. Ainsi 1’animal devra

chaque jour réapprendre un nouvel emplacement de plate-forme.

a) Le dispositif expérimental

La piscine circulaire, d’'un diamétre de 150 cm et d’une hauteur de 40 cm est
sectionnée par la présence de 6 bras de taille égale en plexiglas (longueur : 50 cm ; hauteur :
39 cm). Elle est remplie d’eau chauffée a 22°C jusqu’a une hauteur de 28 cm. Une plateforme
de 26 cm de hauteur et de 11 cm de diamétre est disposée aléatoirement au bout d’un des bras,
a environ 2 cm sous la surface de 1’eau (figure 26). L’eau de la piscine contient un colorant
blanc non toxique afin de rendre la plateforme invisible. Des indices spatiaux ont été

positionnés autour du dispositif, afin de permettre aux animaux de se repérer dans I’espace.
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Bras cible Plateforme

Rat Bras de départ

Figure 26 : Dispositif du RAWM

b) Le protocole expérimental

Le test comporte deux phases :

La phase d’acquisition : Chaque jour, les animaux disposent de 4 essais consécutifs
pour apprendre I’emplacement de la plate-forme. Les points de départs varient
aléatoirement au cours des différents essais. L’essai se termine lorsque I’animal a
trouvé la plate-forme ou le cas échéant au bout de 60 sec. Si le rat n’a pas trouvé la
plate-forme au bout du temps imparti, il est guidé jusqu’a celle-ci par
I’expérimentateur. A la fin de chaque essai, que le rat ait trouvé la plate-forme tout
seul ou non, il doit rester dessus pendant 30 sec avant d’étre placé a un nouveau point
de départ.

La phase de rétention : Chaque jour, chaque animal est soumis a 3 tests de rétention,
15 min, 4 h et 24 h apres 1’acquisition. Au cours de ces tests de rétention, le rat dispose
de 60 sec pour retrouver I’emplacement de la plate-forme. A la fin du test, c’est-a-dire
si ’animal atteint la plateforme ou a la fin du temps imparti, que I’animal ait trouvé ou

non la plate-forme, il est retiré de la piscine.

Pour un rat donné, la plate-forme change d’emplacement chaque jour, a I’issue des 4 essais de

la phase d’acquisition et des 3 essais de la phase de rétention. L’emplacement de la

plateforme, les points de départ et I’ordre de passage varient équitablement entre les différents

groupes de rats.
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Le critere mesuré est le nombre d’erreurs effectuées par ’animal qui correspond a
chaque fois qu’un animal entre dans un bras, autre que le bras cible contenant la plate-forme,
ou lorsqu’il entre dans le bras cible sans trouver la plateforme. La tache est arrétée lorsque
tous les animaux atteignent le critére d’apprentissage définit comme étant « faire pas plus
d’une erreur aux essais 2, 3 et 4 de la phase d’acquisition et a chaque période de rétention

pendant trois jours consécutifs ».

2.5.6. Le test du labyrinthe en Y (Y-Maze)
Le test du Y-Maze est basé sur le comportement naturel des animaux a explorer un

nouvel environnement. Il permet d’étudier la mémoire de reconnaissance spatiale des
animaux (Conrad et coll., 1996) en évaluant leur capacité a discerner un environnement
familier, d’un nouvel environnement. Ainsi, durant la premiére phase du test, les animaux
sont contraints d’explorer une zone restreinte du labyrinthe (2 bras sur 3 possibles), puis, dans
un second temps, ils ont la possibilité d’explorer les trois bras du labyrinthe. Le test utilis¢ est

celui décrit par Artis et coll., (2012).

a) Le dispositif expérimental

Le dispositif est constitué d’un labyrinthe en Y fabriqué dans un matériau en plexiglas
noir. Il est constitué de trois bras de dimensions égales (12 x 60 x 40 cm) disposés en Y
(figure 27). Une cloison permet de fermer 1’entrée d’un des bras lors de la phase d’acquisition.

Des indices spatiaux distaux sont présents dans la pi¢ce, autour du dispositif.

Cloison

Bras f &/ B
Bras familier / rasfermer bras

nouveau

é \ Bras de départ

Stant

Figure 27 : Dispositif du labyrinthe en Y
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b) Le protocole expérimental

Ce test se déroule sur 2 jours consécutifs, avec deux phases principales :
* Une phase d’acquisition durant laquelle 1’un des trois bras du labyrinthe est fermé par

une cloison opaque de manicre aléatoire pour chaque animal. Les animaux sont placés
a Pextrémité d’un bras du labyrinthe défini aléatoirement et appelé bras de départ. Ils
ont alors la possibilité pendant 15 min d’explorer librement le bras de départ et le bras
ouvert.

* Une phase de rétention, durant laquelle les animaux de chaque groupe sont divisés en
deux sous-groupes. Ainsi une partie des animaux seront évalués en rétention 4h apres
la phase d’acquisition et I’autre partie sera testée 24 h apres cette méme phase. Durant
cette phase tous les bras du labyrinthe sont ouverts : les rats peuvent ainsi explorer le
nouveau bras (NB) qui était fermé a [’acquisition et/ou revisiter le bras familier (BF)

pendant 5 min.

Le pourcentage de premiére visite dans chaque bras est alors évalué afin de déterminer le
pourcentage de rats qui alterne durant la phase de rétention et vont donc visiter spontanément

le nouveau bras en premier.

2.6. Etude du volume cérébral et du volume de ’hippocampe

Le volume cérébral total des animaux ainsi que le volume de I’hippocampe ont été
évalués par imagerie par résonnance magnétique (IRM) en collaboration avec Brigitte Gillet
(IR4M, Orsay). Une étude longitudinale a permis d’évaluer le volume des cerveaux des rats
hypothyroidiens (n=7) et des rats contréle (n=7) chaque semaine, pendant toute la durée du
traitement par le PTU. A I’issue de ces 7 semaines de traitements, les animaux ont été

sacrifiés et les cerveaux ont été récupérés pour des études histologiques.

2.6.1. Conditions d’examen IRM des animaux

Pour I’IRM, les animaux sont anesthési¢s avec de 1’isoflurane (Forene®, Abbott,
Wiesbaden, Germany) 1,5% pour I’induction dans un mélange oxygene/air 40/60. Tout au
long de I’examen IRM, les conditions d’anesthésie sont ajustées en fonction du rythme
respiratoire de I’animal. De plus, un systéme de chauffage a matelas d’eau est utilisé afin de
maintenir la température corporelle des animaux a 37°C. Les paramétres physiologiques des

animaux ont été contrdlés et maintenus pendant la durée du protocole.
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2.6.2. Dispositif expérimental

L’ensemble des acquisitions IRM a été effectué, a 7 Teslas, sur un spectrometre
imageur dédi¢ au petit animal constitué d’un aimant horizontal (Oxford, Royaume-Uni)
interfacé a une console Avance II (Bruker, Allemagne). Le systéme de gradient (Resonance
Research Inc., MA, USA) utilisé est activement blindé et présente un diametre interne utile de
9 cm, une intensit¢é maximale de 360mT/m et un temps de montée de 100us (Bruker,
Allemagne). L’imageur est pilot¢ a partir du logiciel Paravison (version 5.1, Bruker,
Allemagne). Le berceau utilis¢é pour I’examen des animaux est équipé d’une antenne

émission-réception de type « cage d’oiseau » de 38 mm de diametre interne.

2.6.3. Choix des paramétres généraux d’imagerie

Les animaux étant soumis toutes les semaines a un examen d’IRM et donc a une
anesthésie hebdomadaire, nous avons optimis¢ les parametres d’imagerie afin d’obtenir la
meilleure qualité d’image possible tout en limitant les temps d’acquisition. Un examen IRM
comprend une étape de réglage incompressible : vérification de la position de la téte de
I’animal dans I’antenne de mesure, homogénéité du champ magnétique au niveau du cerveau,
et une étape d’acquisition d’un ensemble d’images anatomiques utilisées pour les mesures
volumétriques. C’est au niveau de cette étape que nous avons optimisé les conditions
d’acquisition pour réduire le temps d’examen IRM. Nous avons choisi de faire I’acquisition
d’images anatomiques a 1’aide d’une séquence TurboRARE 2D, en utilisant un champ de vue
(FOV pour field-of-view) de 35x35 mm correspondant au diametre de I’antenne et a la taille
de la téte du rat. La taille de la matrice d’acquisition et 1’épaisseur des coupes utilisées sont un
compromis entre la résolution de I’image et le rapport signal sur bruit (SNR). La taille de la
matrice d’acquisition est de 256*256 points, et 1’épaisseur de coupe de 1,0 mm pour I’étude
du volume total du cerveau et 0,5 mm pour I’hippocampe. La pondération T2 optimale a été
obtenue en utilisant un temps de répétition de 4000 ms ; un temps d’écho effectif de 50 ms; un
facteur “rare” de 8 ; et un nombre de répétition de 4. L’ensemble du cerveau est imagé a I’aide
de 30 coupes et I’hippocampe a 1’aide de 16 coupes. Dans ces conditions, le temps
d’acquisition de la série d’images anatomiques est de 8 minutes pour le cerveau entier et 30

min pour I"hippocampe.

Le logiciel commercial (AMIRA®) a été utilisé ensuite pour effectuer, sur chaque

animal, la mesure du volume global du cerveau et du volume de I’hippocampe.
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2.6.4. Sacrifice des animaux et études histologiques

A la fin de I’étude d’imagerie, les animaux ont été sacrifiés par décapitation et un
hémisphére de chaque cerveau a été post-fixé dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) a
4% pendant 24 heures. Les cerveaux ont ensuite été cryoprotégés par 3 bains successifs
d’environ 12 heures, de sucrose a concentrations croissantes 10, 20 et 30%. Ils sont ensuite
congelés dans du 2-methylbutane refroidi avec de la carboglace a une température comprise

entre -20 et -30°C puis conservés a -20°C avant d’étre coupés.

Les cerveaux des rats ont ensuite été coupés, suivant le plan coronal, a une épaisseur
de 50 pm au cryostat a -20°C. Les coupes d’hippocampes ont été conservées a -20°C dans une

solution cryoprotectante avant d’étre colorées a la thionine (0.1%).

La mesure du volume de I’hippocampe a été possible grace a I’utilisation de la
microscopie optique (microscope Olympus BX60) et du logiciel d’acquisition et d’analyses

d’images Image J (National Institute of Health).

3. Analyses statistiques

Les résultats ont été exprimés en moyenne + erreur standard (SEM). La comparaison
des moyennes des valeurs de deux groupes expérimentaux a été effectuée par un test de
Student. Concernant les analyses impliquant trois groupes expérimentaux, une analyse de
variance (ANOVA) a été effectuée suivi d’un test post hoc de Scheffe. Certaines données ont
¢galement été analysées par une ANOVA mesures répétées (poids, apprentissage...). Les
valeurs de p<0.05 ont été considérées comme statistiquement significatives. Les analyses ont

été effectuées via le logiciel StatView.
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Partie III : Résultats
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Chapitre I : Hypothyroidie et processus
neuropathologiques et fonctionnels associés a la

Maladie d’Alzheimer

1. Contexte et objectifs du travail

Divers arguments bibliographiques rapportés précédemment suggerent l’existence
d’un lien entre I’hypothyroidie et les processus neurodégénératifs associés a la maladie
d’Alzheimer. L’hypothyroidie est peu étudiée chez I’animal adulte et les modeles
couramment utilisés sont des modeles d’animaux thyroidectomisés. Des résultats obtenus sur
un mod¢le de rat ayant regu du propylthiouracile (PTU) dans I’eau de boisson (0.05%)
pendant 5 semaines ont mis en évidence, dans I’hippocampe, une augmentation du rapport
APP770-751/APP695, de D’activité des B- et y-sécrétases et du peptide AP-42 (Ghenimi et
coll., 2010). Ces données, qui plaident en faveur d’une intervention de 1’hypothyroidie dans
les mécanismes biochimiques a ’origine de la formation des dépots amyloides, sont d’autant
plus intéressantes que ce modele animal est totalement en adéquation avec 1’hypothése
avancée par Davis et coll, (2008) suggérant une altération de la formation de T3 a partir de
son précurseur T4 dans la MA. Afin de préciser le lien entre 1’hypothyroidie et les 1ésions
associées a la MA, une premicre partie de ce travail de thése a consist¢ a étudier les
conséquences de I’administration de PTU sur d’autres 1ésions de la MA : la phosphorylation
de la protéine Tau, le volume cérébral total et hippocampique et la neuroinflammation. Par
ailleurs, les conséquences fonctionnelles de ce traitement ont été évaluées par la mise en
ceuvre de tests de comportements d’anxiété et de mémoire. Enfin, des marqueurs de plasticité

synaptique ont été mesurés.

2. Méthodologie

L’hypothyroidie a ét¢ induite chez des rats males Wistar 4gés de 8 semaines par
I’administration de PTU (0.05%) dans leur eau de boisson selon le protocole décrit dans
Ghenimi et coll, (2010). Une étude longitudinale, a ét¢ menée sur une partie des rats
administrés au PTU, afin de suivre 1’évolution du volume cérébral total pendant 7 semaines.
Les animaux ont ensuite été sacrifiés et des analyses histologiques ont permis d’évaluer chez

ces mémes rats le volume de I’hippocampe par cette autre méthode (figure 28).
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Une autre partie des rats hypothyroidiens a été sacrifiée aprés 5 semaines de traitement.
Certaines formes phosphorylées de tau ont été mesurées sur ces animaux ainsi que certains
marqueurs d’inflammation (IL1pB, IL6, TNFa, CRP). L’expression de molécules impliquées
dans des voies de signalisation jouant un réle important dans les processus de plasticité
synaptique et de mémoire a ¢galement été quantifiée sur ces mémes animaux.

Enfin un troisiéme groupe d’animaux a été soumis a différents tests comportementaux
a I’issue de 5 semaines de traitements PTU. Des tests de mémoire spatiale (Water Maze et
RAWM), de locomotion (cyclotron), d’exploration (Open-field) et de comportement de type

anxieux (Plus-Maze) ont été mis en ceuvre sur ces animaux.
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Figure 28: Design expérimental
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3. Principaux résultats

L’administration de PTU (0.05%) pendant 5 semaines s’accompagne, chez le rat,
d’une diminution de 49% des taux de T3 sériques, ainsi que d’une diminution de 28% du taux
d’ARNm codant pour RC3, marqueur tissulaire du statut thyroidien, dans 1’hippocampe. Ces
résultats rendent compte de la mise en place d’une hypothyroidie systémique, et tissulaire au
niveau de I’hippocampe. Un ralentissement de la croissance pondérale des animaux,
couramment décrit dans la littérature lors de 1’utilisation de PTU, a été observé deés la
premicre semaine de traitement. Des tests de locomotion et d’anxiété n’ont pas mis en

évidence de probléeme locomoteur ou de trouble de type anxieux.

L’étude longitudinale menée sur une partie des animaux a permis d’identifier, par

eme

IRM, un ralentissement de la croissance du volume cérébral significatif dés la 5 semaine de
traitement, conduisant a une atrophie de 6% du volume cérébral total chez les animaux
hypothyroidiens. Le volume hippocampique, évalué en IRM puis en histologie apres le
sacrifice, diminue de maniere semblable (6%) mais non significativement.

Aprés 5 semaines de traitement PTU, les résultats mettent en évidence une
hyperphophorylation au niveau de certains sites anormaux de phosphorylation de la protéine
Tau. L’¢étude de certaines kinases (GSK3p, p38-MAPK, CaMKII, ERK42) et phosphatases,
(PP2A et PP2B) connues pour jouer un rdle clé dans la modulation de 1’état de
phosphorylation de Tau laisse supposer que 1’administration de PTU induit un déséquilibre
entre les différentes kinases/phosphatases : une augmentation de 1’activité de p38-MAPK et
une diminution de 1’expression protéique de PP2B participeraient a I’hyperphosphorylation de
la protéine Tau au niveau de ces sites.

Nos résultats montrent également une augmentation de certains marqueurs
d’inflammation (IL1p, IL6, TNFa, CRP) dans I’hippocampe des animaux ayant recu du PTU
pendant 5 semaines.

Sur le plan fonctionnel, un retard d’apprentissage et une altération de la mémoire
spatiale de travail a court et long terme ont été observés dans la tiche du RAWM. Une
hypoactivité des voies de signalisation (voie calcique et ERK-MAPK et) connues pour jouer
un role clé dans les processus de mémorisation a également été observée chez les animaux

hypothyroidiens.
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4. Publication

PTU-induced hypothyroidism in rats leads to several
early neuropathological signs of Alzheimer’s disease in

the hippocampus and spatial memory impairments
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PTU-Induced Hypothyroidism in Rats Leads to Several Early
Neuropathological Signs of Alzheimer’s Disease in the Hippocampus
and Spatial Memory Impairments

Amina Chaalal,'* Roseline Poirier,'* David Blum,®*° Brigitte Gillet,>® Pascale Le Blanc,'?

Marie Basquin,3'4 Luc Buée,*** Serge Laroche,'” and Valérie Enderlin

ABSTRACT:  The multifactorial causes impacting the risk of devel-
oping sporadic forms of Alzheimer’s disease (AD) remain to date
poorly understood. Epidemiologic studies in humans and research in
rodents have suggested that hypothyroidism could participate in the
etiology of AD. Recently, we reported that adult-onset hypothyroid-
ism in rats favors p-amyloid peptide production in the hippocampus.
Here, using the same hypothyroidism model with the antithyroid
molecule propythiouracyl (PTU), we further explored AD-related
features, dysfunctional cell-signaling mechanisms and hippocampal-
dependent learning and memory. In vivo MRI revealed a progressive
decrease in cerebral volume of PTU-treated rats. In the hippocam-
pus, hypothyroidism resulted in tau hyperphosphorylation and
increases in several proinflammatory cytokines. These modifications
were associated with impaired spatial memory and reduced hippo-
campal expression of signaling molecules important for synaptic
plasticity and memory, including neurogranin, CaMKII, ERK, GSK3,
CREB, and expression of the transcription factor EGR1/Zif268. These
data strengthen the idea that hypothyroidism represents an impor-
tant factor influencing the risk of developing sporadic forms of AD.
© 2014 Wiley Periodicals, Inc.
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INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD), the most common cause
of dementia in the elderly, is a neurodegenerative dis-
ease clinically characterized by progressive deteriora-
(Albert,  1996).
Neuropathological hallmarks of AD include brain

atrophy, initially in the entorhinal and transentorhinal

tion of cognitive functions

cortices and progressing to the whole hippocampus
(Laakso et al., 2000; Raji et al., 2009; Evans et al.,
2010), increased B-amyloid peptide (AP) load and
the presence of amyloid plaques (Hyman et al.,
2012), intraneuronal accumulatdon of hyperphos-
phorylated/aggregated tau proteins (Sergeant et al.,
2008), and neuroinflammation (Wyss-Coray and Rog-
ers, 2012). Synaptic dysfunction, which occurs early
in AD, is generally believed to be an essential event
underlying the cognitive deficits associated with the
disease (Coleman et al., 2004).

Whereas AD so far is not curable, there is a crucial
need for developing and characterizing relevant animal
models to facilitate translational research. To date, the
most widely used models are transgenic mouse strains
based on identified genetic mutations associated with
familial forms of AD, which represents less than 1%
of AD cases. These models have contributed signifi-
cantly to our understanding of the development of
the pathology and of some of the cellular mechanisms
underlying cognitive dysfunction (LaFerla and Green,
2012). However, the multifactorial causes and factors
impacting the risk of developing sporadic forms of
AD, which accounts for over 99% of the cases,
remain as yet poorly understood. Different nongenetic
risk factors have been identified in sporadic or late-
onset AD, including aging, education, lifestyle, obe-
sity, or cardiovascular risk (Chu, 2012). Recently, sev-
eral reports have highlighted a link between AD and
thyroid dysfunction, a condition that becomes preva-
lent with age (Aggarwal and Razvi, 2013). Adult
hypothyroidism in both humans and animals is associ-
ated with impaired learning and memory (Alzoubi
and Alkadhi, 2014). Further, a number of epidemio-
logical studies have suggested a relationship between

both hypo- and hyperthyroidism and the risk of
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dementia. For example, Ganguli et al. (1996) showed that
there is a three to fourfold higher probability of dementia in
an elderly cohort of 194 patients aged 65 yr or over with
hypothyroidism. van Osch et al. (2004) reported that hyper-
thyroidism is associated with an over two-fold increase in risk
of AD. As thyroid hormones (THs), particularly the main cel-
lular active form triiodothyronine (13), are powerful neuromo-
dulators of brain functons, slight variations from the normal/
homeostatic range of TH levels may result in cognitive dys-
function and dementia (Tan and Vasan, 2009). In 2008, Davis
et al. provided preliminary evidence supporting the idea that
patients with advanced AD are in a state of “tissue-
hypothyroidism” that may be related to some of the clinical
features of AD. Recently, Johansson et al. (2013) showed a
positive correlation between levels of TH in cerebrospinal fluid
of AD patients (a sign of brain hypothyroidism) and cognitive
performance (Mini-Mental State Examination score), and a
negative correlation with the axonal damage marker tau. Local-
ized hypothyroidism has also been reported in the hippocam-
pus of postmortem AD patients (Luo and Stopa, 2004;
Sampaolo et al., 2005). In rodents, low levels of TH increase
expression of the amyloid B precursor protein (APP) gene, sug-
gesting TH may impact AB production (O’Barr et al., 20006).
Recently, we reported that adult-onset hypothyroidism in rats
favors the amyloidogenic pathway of APP processing in the rat
hippocampus (Ghenimi et al., 2010). Altogether, these findings
suggest that hypothyroidism, and particularly cellular hypothyr-
oidism, may be involved in AD pathogenesis and thus contrib-
ute to the associated cognitive deficits.

In the present study, our aim was to explore the link between
AD pathogenesis related cognitive decline and hypothyroidism.
To this end, we induced hypothyroidism in rats and explored its
consequences on several neuropathological/biochemical features
of AD as well as on hippocampal-dependent learning and mem-
ory. Thyroid status was disrupted in rats using the antithyroid
molecule propythiouracyl (PTU) as described before (Ghenimi
et al, 2010). First, we evaluated cerebral volume in a longitudi-
nal study. After 5 weeks of PTU treatment, we then investigated
in the hippocampus tau phosphorylation, neuroinflammatory
markers and the expression of key components of several cell-
signaling cascades known to be involved in synaptic plasticity
and memory function, together with exploratory behavior, anxi-
ety and spatial memory performance.

METHODS

Animals and Treatment

The experiments were performed with 8-week-old male Wistar
rats (Janvier, Le Genest Saint Isle, France). Animals were housed
two per cage in a colony room with a constant airflow system,
controlled temperature (21-23°C) and light (12:12 h light/dark
cycle) with food and water ad libitum. Rats were randomly
assigned to one of four groups: the hypothyroid group, the con-
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trol group, the MRI hypothyroid group and the MRI control
group. Hypothyroidism was induced by adding 0.05% PTU (6-
n-propyl-2-thiouracyl; Sigma Chemicals, St. Louis, MO) to their
drinking water for a period of 5 weeks as described by Ghenimi
et al. (2010). Body weight was monitored twice a week. All
efforts were made to minimize the number of animals and their
suffering  throughout the experiments. Experiments were per-
formed in accordance with the European Communities Council
Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC), EU Directive
2010/63/EU, and the French National Committee (87/848).

T3 Enzyme-Linked Immonosorbent Assay

Blood (control rats: 7= 7; hypothyroid rats: »=7) was col-
lected and serum was separated by centrifugation and stored at
—20°C until analysis. Serum total T3 was measured using an
ELISA Complete Kit (NovaTec Immundiagnostica, Germany)

according to the manufacturer’s instruction sheet.

MRI Measurements

Cerebral volumes of MRI hypothyroid (z=7) and control
rats (n=7) were monitored during PTU treatment. Each
week, MRI experiments were performed on a 7T horizontal
magnet (Oxford, UK) interfaced to a Bruker Avance console
(Bruker, Germany), and equipped with a 360 mT/m actively
shielded gradient device (L.D. 9 cm; Resonance Research, MA).
A 38-mm-diameter birdcage coil was used for excitation and
reception. Animals were examined under isoflurane (Forene®;
Abbott, Wiesbaden, Germany) anesthesia (induction 1.5%;
flow rate 0.8% in 40% O,, 60% air), controlled on the basis
of respiratory parameters. Body temperature was maintained at
37°C using heated mattress. For each animal, T2-weighted
anatomical images were recorded, using a 2D TurboRARE
sequence using the following parameters: field of view, 35 mm
X 35 mm; matrix 256 X 256; repetition time, 4,000 ms;
effective echo time 50 ms; rare factor 8; number of averages, 4;
slice thickness, 1.0 mm, number of slices, 30. Volumetric anal-
ysis of total brain volume and hippocampal volume were per-

formed using commercial software (AMIRA®).

Histology

One hemisphere of each brain (control rats: » = 7; hypothy-
roid rats: 7=7) was postfixed with 4% paraformaldehyde for
24 h and cryoprotected with a 10-20-30% sucrose/PBS gradi-
ent over 3 days. Coronal sections (50 pm) were serially cut
using a cryostat and stored in cryoprotectant at —20°C unil
processed for thionin staining (0.1% in distilled water) before
microscopic acquisition (Olympus, BX60). A computer soft-
ware program (Image J; National Institutes of Health) was
used for analysis of hippocampal volume.

Real-Time Quantitative PCR

RNA extraction of hippocampal tissue samples (control rats:
n=7; hypothyroid rats: »=7) was conducted using an extrac-
tion kit (Trizol reagent, Invitrogen, France) according to the



manufacturer’s instructions. The quality and the concentration
of RNA were determined by spectrophotometry. Using Oli-
godT and random primers (Promega, France), cDNA were syn-
thesized with SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen,
France). The real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
was performed in a LightCycler system (Step One; Applied
Biosystems, France) using a quantitative PCR (qPCR) Master
Mix for Fast SYBR® Green (Applied Biosystems, France). For-
ward and reverse primer sequences were designed in accordance
with published sequences available in Lin et al. (2009) for
TNF-a, CRP, IL-1B, IL-6, and in Ghenimi et al. (2010) for
cyclophilin B (PPIB, the housekeeping gene) and RC3. Quan-
tification was monitored by measuring the increase in the fluo-
rescent signal from the samples due to SYBR® Green dye
binding to double stranded DNA at the end of elongation
step. The threshold cycle (Ct), defined as the cycle at which an
increase in fluorescence above a defined baseline is first
detected, was determined for each sample. The results were
expressed as the ratio of the concentration of the target to that
of PPIB within the same sample. We have verified that the
expression level of PPIB was unaffected by PTU treatment.

Western Blot

Hippocampal tissue samples (control rats: 7= 7; hypothy-
roid rats: #n=7) were prepared for Western blotting as
described previously (Kelly et al., 2003). Each sample were
loaded onto sodium dodecyl sulfate—acrylamide gels (8-12%)
and transferred onto a nitrocellulose membrane (0.2-0.45 pum)
by electroblotting. Membranes were preblocked with TBST-
milk (5%) and incubated overnight at 4°C with primary ant-
body. The next day membranes were washed and incubated in
a horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit immunoglobu-
lin G (IgG; Amersham, GE Healthcare, France) or anti-mouse
IgG (Amersham, GE Healthcare, France) or anti-goat IgG
(Santa Cruz Biotechnology, France) for 1h at room tempera-
ture. Membranes were washed with TBST buffer and proteins
were visualized using the enhanced chemiluminescence (ECL)
solution (Amersham, GE Healthcare, France). After develop-
ment and fixation, the films were scanned. Staining intensity of
the protein bands was determined using Totallab software
(Nonlinear dynamics, UK). Membranes were then subsequently
stripped of antbodies and re-probed with others antibodies
using the same procedure. Antibodies used are against B-actin
(Sigma-Aldrich, 1:10,000), Calmodulin (Millipore, 1:5,000),
CaMKII  (Santa Cruz Biotechnology, 1:750), phospho-
CaMKlla (Santa Cruz Biotechnology, 1:1,000), CaMKIV
(Millipore, 1:2,000), CREB (Cell signaling Technology,
1:1,000), phospho-CREB (Cell signaling Technology, 1:1,000),
CRP (R&D Systems, 1:1,000), EGR1 (Cell signaling Technol-
ogy, 1:500), ERK (Cell signaling Technology, 1:4,000),
phospho-ERK (Cell signaling Technology, 1:2,000), GSK3p3
(Cell signaling Technology, 1:5,000), phospho-GSK3B Ser9
(Cell signaling Technology, 1:1,000), phospho-GSK3B Y216
(Millipore, 1:1,000), IL-18 (R&D Systems, 1:1,000), p38-
MAPK (Cell signaling Technology, 1:1,000), phospho-p38-
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MAPK (Cell signaling Technology, 1:1,000), PP2A (Millipore,
1:1,000), PP2B (Millipore, 1:1,000), RC3 (Chemicon,
1:3,000), and phospho-RC3 (Merck Millipore, 1:3,000). The
constant level of B-actin was verified in the two experimental
groups (data not shown). The ratio of protein bands intensity
to B-actin band intensity was compared among the different
groups. The relative levels in proteins in hypothyroid rats were
expressed as a percentage of the same proteins in control rats.
For p-ERK, p-CREB, p-RC3, p-CaMKII, and p-GSK38, data
are presented as the ratio of phosphoprotein to total protein,
after being normalized to B-actin.

Tau Phosphorylation

Hippocampal tissues (control rats: 7= 7; hypothyroid rats:
n=7) were homogenized in Tris buffer (pH 7.4) containing
10% sucrose and protease inhibitors (Complete; Roche Diag-
nostics GmbH), sonicated and kept at —80°C until use as pre-
viously described (Le Freche et al., 2012; Leboucher et al.,
2013). Protein amounts were evaluated using the BCA assay
(Pierce), subsequently diluted with LDS 2X supplemented with
reducing agents (Invitrogen) and then separated on 4-12%
NuPage Novex gels (Invitrogen). Proteins were transferred to
nitrocellulose membranes, saturated (5% non-fat dry milk or
5% BSA) in TNT (Tris 15 mM pH8, NaCl 140 mM, 0.05%
Tween) and incubated with primary and secondary antibodies.
Five phospho-dependent antitau antibodies were used: ant-
pSer396 (Invitrogen, France, 1:1,000), anti-pSer404 (Invitro-
gen, France, 1:10,000), anti-pSer262 (Invitrogen, France,
1:1,000), anti-pThr181 (Thermoscientific, France, 1:1,000),
and taul (recognizing dephosphorylated tau at Ser195/198/
199/202; Millipore, France, 1:2,000). We used antibodies rec-
ognizing total tau protein: tau Cter (home-made antibody rec-
ognizing the 11 amino-acids in C-terminal part of tau,
1:2,000) and tau5 (Lifre Sciences, France, 1:1,000). Signals
were visualized using chemiluminescence kits (ECLTM; Amer-
sham Bioscience) and a LAS3000 imaging system (Fujifilm).
Results were normalized to GAPDH and quantifications were
performed using Image] software (Scion Software).

Behavioral Tasks

Behavioral testing was undertaken between 9 am and 7 pm
after daily handling for 1 week. Except in the circular corridor
task, a video camera was mounted on the ceiling above each
testing apparatus and rats’ behavior was monitored and ana-
lyzed using the ANY-maze™ video-tracking system and soft-
ware (version 4.5; Stoelting Co.).

Circular corridor

The circular corridor consisted of a gray circular arena
(40 cm diameter X 40 cm high) with an inside cylinder
(20 cm diameter), thus forming a 10-cm wide circular corridor.
Four infrared photocells were placed 2.5 cm above the floor at
equidistant locations within the circumference. Each rat (con-
trol rats: 7= "7; hypothyroid rats: 7 =7) was placed inside the

Hippocampus
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FIGURE 1.
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(A) In vivo MRI analyses of longitudinal change (mm®) of whole brain volumes

along the course of PTU treatment in control and hypothyroid rats. (B) Three-dimensional
views of global brain atrophy after 5 weeks of PTU treatment. Data are expressed as mean
+ SEM. *P<0.05, hypothyroid (# =7) versus control (#=7) rats.

corridor and could move around the circular track for 2 h.
The number of photocell interruptions was registered during
successive 10-min periods to quantify locomotor activity.

Elevated plus-maze

To assess anxiety, rats (control rats: 7 =7; hypothyroid rats:
n=7) were tested in an elevated plus-maze (black opaque
Plexiglas, 50 cm above the floor) that consisted of four arms
(50 cm X 10 cm) connected by a common 10 cm X 10 c¢m
center area. Two opposite facing arms were open, while the
other two facing arms were enclosed by high walls (40 cm
height). Each rat was placed onto the central area facing an
open arm and observed for 10 min. The maze was cleaned
with 100% ethanol between each animal. Toral number of
entries and time spent in open and enclosed arms were
recorded to evaluate anxiety-like behavior.

Radial arm water maze

Spatial learning and memory performance were tested in a
radial arm water maze (RAWM) as described by Diamond
et al. (1999). The RAWM is a navigational paradigm in which
rats learn to find a submerged platform to escape from swim-
ming. Several large extra-maze visual cues were placed on the
walls of the room. The apparatus consisted of a white circular
tank (150 cm in diameter, 40 cm height) filled with water
(22°C) made opaque by adding a white, nontoxic opacifier
(Acusol OP301 Opacifier; Rohm and Haas). Six V-shaped
plexiglass inserts (39 cm height and 50 cm length) placed into
the tank produced a six swim arms that radiated from an open
central area. A hidden platform (11 cm in diameter) was
located 2 c¢m below the water surface at the far end of one arm
(designated as the “goal arm”). For each rat, the platform
remained in the same arm during all learning and memory tri-
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als of a given day, but was moved to a new arm each day. Rats
(control rats: # = 8; hypothyroid rats: #=8) were given four
consecutive learning trials (max 60 s) per day. For each trial,
the rat was placed into one arm (designated as the “start arm”)
facing the wall of the water tank, with the start locations vary-
ing pseudorandomly. After reaching the platform, rats were
allowed to remain on it for 30 s. If a rat did not locate the
hidden platform within 1 min, it was gently guided to the
platform. Each day, three probe tests (memory trials) were per-
formed, 15 min, 4 h, and 24 h after the last learning trial.
These probe tests consisted of a 60-s single trial. Using the
video tracking system, we registered arm entry errors, described
as every time a rat entered an arm other than the goal arm or
entered the goal arm without reaching the platform. The task
was continued until all animals reached the criterion of no
more than one error during the last three learning trials and in
all memory tests. The number of days required to reach crite-
rion was recorded.

Statistical Analyses

Values are given as mean * standard error of the mean
(SEM). The statistical significance of differences between
means was calculated by Student’s #tests or two-way repeated
measures analysis of variance (ANOVA) using Statview 5.0. /
values of less than 0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

Hypothyroid Status

Hypothyroidism, analyzed in 5-week PTU-treated animals,
was evidenced by a significant reduction in serum T3 levels
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FIGURE 2. Expression of proinflammatory cytokines in the
hippocampus. (A) IL-1p, IL-6, CRP and TNF-2 mRNA levels and
(B) IL-1p and CRP protein levels (B) in the hippocampus of con-
trol and PTU-treated rats. Each bar represents the mean = SEM.
*P<0.05, **P<0.01, **P<0.001, hypothyroid (#=7) versus
control (7 =7) rats.

compared to controls rats (control rats: 0.69 * 0.02 ng/ml;
hypothyroid rats: 0.35 £0.05 ng/ml; #= —5.56, P < 0.0001).
Body weights were not significanty different at the beginning
of the experiment (control rats: 303.35 £ 1.52 g; hypothyroid
rats: 296.08 £ 1.1 g; +=0.57, P=0.57), but were reduced by
28% in hypothyroid rats by completion of the treatment (con-
trol  rats: 50526 £10.08 g hypothyroid  rats:
361.26 £ 10.40 g; r=9.94, P<0.0001). In adult brains, the
expression of neurogranin (RC3) is tightly regulated by TH,
and RC3 messenger RNA (mRNA) level is considered a good
marker of TH tissue status (Iniguez et al., 1993; Piosik et al.,
1996; Husson et al., 2004). We therefore measured RC3
expression in hippocampal tissue, and found a reduced amount
of RC3 mRNA in the hippocampus of hypothyroid rats, com-
pared to controls (control group: 100 = 8.9%; hypothyroid
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group: 71.6 £2.9%; —28%; #=3.02 P <0.01). Together,
these data indicate that 0.05% PTU in the drinking water for
5 weeks generated a hypothyroid status in rats associated with
a decreased cellular action of T3 in the hippocampus.

Hypothyroidism Is Associated With Brain
Volumetric Changes

We first assessed brain volume of control and hypothyroid
rats using in vivo MRI in a longitudinal study. At the begin-
ning of the experiment, brain volumes were not statistically dif-
ferent between groups (control group: 1388.52 * 27.07 mm®;
11)1)0r11yr0id group: 1345.55 & 24.02 mm®; r=1.16, P=0.27;
Fig. 1A). Brain volume increased slightly over time in control
rats, however, that of hypothyroid rats did not, slowing down
after 3 weeks of PTU treatment (group X time interaction:
Fi3.15=6.37, P=10.005; Fig. 1A). After 5 weeks of PTU treat-
ment, brains of hypothyroid rats were signiﬁcanﬂy atrophied
by 6% C()mparcd to controls (r=4.9; < 0.001; Fig. TA,B).
Concerning MRI analysis of hippocampal volume, a similar
trend was noted with a 5.6% decrease in hypothyroid group
(control  group:  109.09 = 1.60 mmj; hypothyroid ~ group:
102.95 £2.70 mm‘q'), however this did not reach statistical sig-
nificance (= 1.96, = 0.07). Hisr()l()gica] investigation ()Fhip-
pocampal volume in the same rats after 5 weeks of PTU
treatment also showed a similar decrease in hippocampal vol-
ume of 6.5% in hypothyroid rats that did not reach statistical
signiﬁcancc (control group: 1230301.07 £ 23105.60 pixc]s;
hypothyroid group: 1150507.00 = 38781.80 pixels; = —1.76,
P=0.10).

Effect of Hypothyroidism on Hippocampal
Inflammatory Response

Five weeks after PTU treatment, RT-qPCR analyses of sev-
eral proinflammatory molecules in hippocampal tissue revealed
significant increases in IL-1f (+16%; ¢= 3.4, P=0.01), IL-6
(+45%. £=3.28, P<0.01), CRP (+143%; r=5091I,
P<0.0001), and TNF-o« (+157%; #= 3.75, P<0.01) mRNA
levels in the hippocampus of hypothyroid rats compared to
controls (Fig. 2A). Similarly, proteins levels of IL-13 and CRP
were significantly higher in hypothyroid rats than in controls
(+12%, +=2.80, P<0.05; +48%, r= —4.04, P<0.001,
respectively; Fig. 2B). This suggests an inflammatory response
in the hippocampus of hypothyroid rats.

Hypothyroidism Leads to Hippocampal Tau
Hyperphosphorylation

Using Sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel electropho-
resis and immunoblot analyses, we found a significant increase
in tau phosphorylation at Ser396 (+95%; = —3.88,
P<0.01) and Serd04 (+53%; t= —4.32, P<0.01) epitopes
(Fig. 3A). Finally, to study the possible impact of PTU treat-
ment on tau aggregation, biochemical fractionations were per-
formed and sarkosyl-soluble and insoluble fractions were
analyzed. We did not find difference in sarkosyl-insoluble tau

Hippocampus
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FIGURE 3. Western blot analyses of tau and

upstream kinases and phosphatases expression

in hypothyroid rats. (A) Protein levels of pSer404, pSer396, pSer262, pThr181, taul, Cter and
tau 5, (B) tau protein kinases GSK3f and p38-MAPK, (C) tau protein phosphatases PP2A and
PP2B after 5 weeks of PTU treatment. Each bar represents the mean = SEM. *P<0.05,
**P<0.01, **P<0.001, hypothyroid (n =7) versus control (#=7) rats.

between groups, suggesting that PTU does not lead to tau
aggregation (not shown).

Tau phosphorylation is under the tight control of several
protein kinases and phosphatases including those of the PI3K/
AKT/GSK3 and MAPK/ERK pathways (Sergeant et al., 2008).

Here, we assessed the effects of 11}-'p()r11}-'r0idisn1 on the expres-
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FIGURE 4.

sion or activation of major tau protein kinases, such as
GSK3B, p38-MAPK, CaMKII and ERK. Total expression of
these kinases remained similar between groups (Figs. 3B, 4C,
and 5A). However, we found an increase in GSK3B Ser9 phos-
phorylation (+35%; r= —4.95, P<0.001) and unchanged
Y216 phosphorylation (#=1.32, 7= 0.21), suggesting reduced
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Protein levels of RC3, p-RC3 (A), CaM(B), CaMKII, p-CaMKII (C), and CaM-

KIV (D) after 5 weeks of PTU treatment. Values represent mean = SEM. *P<0.05,
***P<0.001, hypothyroid (2 =7) versus control (z=7) rats.
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activity of GSK3B. As described below, ERK42 and CaMKII
phosphorylation were also reduced in hypothyroid rats. Con-
versely, we found an increased activation of p38-MAPK
(+38%; ¢t= —3.04, P<0.01), another known tau kinase
(Goedert et al., 1997; Buee-Scherrer and Goedert, 2002). Fur-
ther, we next assessed the expression levels of two tau protein
phosphatases, PP2A and PP2B (Tian and Wang, 2002) and
found that hypothyroidism was associated with a significant
reduction of PP2B expression (—21%; = —3.13, P<0.01)
(Fig. 3C). Together, these results indicate that tau hyperphos-
phorylation is ascribed to a kinase/phosphatase imbalance, spe-
cifically involving p38-MAPK and PP2B.

Effect of Hypothyroidism on
Cell-Signaling Pathways

Hippocampal levels of several proteins involved in calcium
signaling pathways were analyzed (Marambaud et al., 2009).

We first screened the expression of total and phosphorylated
RC3 proteins, which participates in synaptic signaling via the
regulation of calmodulin (CaM) availability (Diez-Guerra,
2010). In line with the decrease in RC3 mRNA expression
mentioned above, the level of hippocampal total RC3 and p-
RC3 proteins was decreased by 29% (r= —5.51, P<0.0001)
and 15% (r= —2.15, P<0.05), respectively, in hypothyroid
rats compared to controls (Fig. 4A). Hypothyroidism was also
associated with a significant decrease in hippocampal expression
of both CaM and CaMKIV proteins (—36%; ¢=2.5,
P<0.05 —23%; t=—245, P<0.05, respectively; Fig.
4B,D). Five weeks of PTU treatment also resulted in a decrease
in p-CaMKII levels (—49%; = —0.16, P<0.0001), without
affecting total CaMKII protein levels (Fig. 4C). We then exam-
ined expression of several components of the MAPK/ERK
pathway, known to play a key role in learning and memory
processes (Bozon et al., 2003; Sweatt, 2001, 2004; Davis and
Laroche, 2006). Quantitative immunoblot analyses revealed

Hippocampus
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that hypothyroidism significantly decrcased the level of p-
ERK42 in the hippocampus of PTU-treated rats compared to
controls (—37%; ¢+= —0.56, < 0.01; Fig. 5A). No significant
modifications of p-ERK44 and total forms of ERK42 and
ERK44 were observed. Finally, our analyses also revealed signif-
icant decreases in the expression of p-CREB and EGR1/Zif268
(—19%, t= —2.8, P<0.05 and —36%, t= —3.27, P<0.01,
respectively; Fig. 5C,D) in hypothyroid rats, while total CREB
was unchanged.

Functional Consequences of Adult-Onset
Hypothyroidism

Exploratory and locomotor activity

Exploratory and locomotor activities were measured in the
circular corridor during a 120-min session. The activity level in
both groups significantly decreased across the first hour to
reach a plateau (time effect: Fiyq 132 = 19.146, P<0.0001),
with no significant effect of PTU treatment (£{;, 132y = 0.035,
P=0.85) or interaction between treatment and time
(Fu1132 = 1.287, P=0.24). This suggests that, in our experi-
mental conditions, control and hypothyroid rats do not differ
in their exploratory behavior and locomotor activity. These
effects were confirmed in an open-field arena where similar
path-lengths traveled were observed in both groups (data not
shown).

Anxiety-like behavior

In the eclevated plus-maze, no difference was observed
between controls and hypothyroid rats in the percentage of
time spent in open arms (control group: 5.21 % 0.95%; 11ypo—
thyroid group: 7.56 = 2.16%; +=0.99, P=0.34) or in the
number of entries into open arms (control group: 3.42 £ 0.81;
hypothyroid group: 3.14 = 0.88; r=0.23, ’=0.81), indicat-
ing no effect of hypothyroidism on anxiety-related responses.
These effects were confirmed in an open-field arena with a sim-
ilar percent of time spent in the center by both groups (data
not shown).

Spatial memory

Spatial memory was assessed in the RAWM task with the
escape platform placed in different arms on each training day.
On Days 1-4, although PTU-treated rats made less errors on
the first trial, all groups learned the platform location at the
same rate, as indicated by the decrease in the number of errors
made between Trials 1 and 4 of the acquisition phase (Fig. 6A;
group difference: Fy 45 = 0.878, P = 0.36). However, perform-
ance during the long-term memory test showed that hypothy-
roid rats made significantly more errors than controls (24 h:
t=—2.28, P<0.05; trend at 5 h: = —2.05, P=0.06). Over
the next five days, hypothyroid rats showed a significant delay
in learning compared to controls, as indicated by the higher
number of error on Trial 2 (r= —5.57, P<0.0001; Fig. 6B).
This difference was not observed at the end of the acquisition
phase (Trials 3 and 4; respectively, r= —1.14, P=0.34 and
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t=—149, P=0.15). Despite this, probe tests at different
delays showed that both short-term and long-term memory
were impaired in hypothyroid rats (15 min: #= —3.16,
P<0.01; 5 h: r=-257, P<0.05 24 h: r=-272,
P < 0.05; Fig. 6B). Notably, with further training (Days 10—
11), even though the two groups showed a similar learning rate
(F1,14)=2.84, P=0.11), a long-term, but not short-term
memory impairment was observed in the hypothyroid group (5
h: r=-2.65, P<0.05; 24 h: r= —2.49, P<0.05; Fig. 6C).
Analysis of the number of days to reach criterion (DTC) across
testing sessions confirmed these results (Table 1). Hypothyroid
rats required significantly more days to reach criterion on Trial
2 of the learning phase (#= —3.20; P<<0.01), and although
no difference in the DTC index was observed for the last two
trials of the learning phase (Trial 3: = —1.02, P = 0.32; Trial
4: r= —1.57, P=0.13), indicating that all rats learned the
task, significant differences in the DTC index during probe
tests were observed (15 min: #= —2.68, P=0.02; 5 h:
t=—3.30, P=0.01; 24 h: r= —2.68, P=0.02). In summary,
these results indicate that hypothyroid rats have difficuley
adapting to a task in which successful learning requires flexibil-
ity to adapt to the every-day changing position of the goal arm



TABLE 1.

Effect of 5 Weeks of PTU Treatment on the Number of Days to Crite-
rion (DTC) During Learning Trials and Memory Retention Tests.

Control Hypothyroid
Learning trials Trial 2 5,25+0,41 9,25+1,16**
Trial 3 6,50 + 0,68 8,13+143
Trial 4 8,38 0,56 9,88+0,77
Memory tests 15min 6,25 +0,92 9,88 +0,99*
5hrs 8,13 +0,79 11,88 +0,81*
24hrs 6,50 +0,73 9,88 +1,03*

The criterion is reached for a particular trial when an animal has made no
more than one error in three consecutive days. Values represent mean * SEM.
*P<0.05, *P<0.01, hypothyroid versus control rats.

containing the escape platform. This may account for the delay
in learning observed on Sessions 5-9, with a consequential def-
icit in short-term memory at this phase of the experiment.
Although hypothyroid rats learned as well as controls in the
early phase of training as well as with overtraining in the later
phase (Sessions 10-11), long-term memory at both 5 and 24 h
was impaired.

DISCUSSION

Several studies have suggested a possible association between
thyroid dysfunctions and AD. We have previously reported
that adult onset hypothyroidism induced by PTU treatment
favors APP processing via the amyloidogenic, over the non-
amyloidogenic pathway, leading to an increased AR production
and vulnerability to the formation of amyloid deposits in the
hippocampus (Ghenimi et al., 2010). Although these data sup-
port the idea that hypothyroidism, which becomes more preva-
lent with advancing age, could participate in the etiology of
AD, supporting observations still remain fragmentary. In this
context, the aim of the present study was to assess whether TH
hyposignaling could promote others features of AD such as
cerebral atrophy, neuroinflammation and tau hyperphosphory-
lation, and result in deficits in hippocampal-dependent spatial
memory and altered plasticity-related signaling pathways. We
induced hypothyroidism in rats by using 0.05% PTU treat-
ment as described previously (Ghenimi et al., 2010). Five-week
of this treatment induced a significant reduction in serum T3
concentrations characteristic of hypothyroidism, associated with
a reduced amount of RC3 transcript levels in the hippocampus.
These results are in line with our previous data in adult hypo-
thyroid mice (Vallortigara et al., 2008) and indicate that a
hypothyroidism status was induced in this key brain structure
involved in memory function. A recent study revealed that 1-
month daily treatment (oral gavage) of euthyroid rats with
higher PTU doses (1, 20, and 200 mg/kg/day daily for 1
month) results in hypothyroidism without any evidence of
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adverse effects as reported in humans, including liver injury
(Nambiar et al., 2013). Therefore, we feel that our results in
the hippocampus are unlikely to be related to such peripheral
effects.

Hypothyroidism and Pathological
Hallmarks of AD

One of the characteristic AD macroscopic hallmarks is brain
atrophy. MRI studies in AD padents reported a loss of 2% of
brain volume per year, compared to a 0.5% loss in subjects
aged 65-75 yr (Evans et al., 2010). In humans, a recent study
reported a decrease in volume of the right hippocampus in
adult patients with untreated overt hypothyroidism (Cooke
et al., 2014). In our model of hypothyroid rats, we observed a
loss of cerebral volume growth resulting in a small, but signifi-
cant decrease in cerebral volume compared to controls after
28-35 days of PTU treatment. In line with our previous data,
the aim of the present study was to focus our investigation on
the hippocampal area and thus we investigated the effect of 5
weeks of PTU treatment on hippocampal volume. MRI and
postmortem histological investigations showed a trend toward a
reduction of hippocampal volume in hypothyroid rats. Simi-
larly, perinatal hypothyroidism tends to reduce brain volume as
a whole, but does not seem to affect the hippocampus (Hase-
gawa et al., 2010), whereas some authors reported that congen-
ital  hypothyroidism alters ERK1/2 and p38(MAPK)
phosphorylation pathways, causing an important molecular
alteration in the hippocampus. Together these findings suggest
that effect of PTU-induced hypothyroidism in hippocampus is
not associated with a major atrophy of this area (Calloni et al.,
2005). In other AD animal models such as transgenic mouse
lines carrying familial AD mutations with developing brain
amyloidosis, hippocampal atrophy appears prematurely, con-
trasting with the slow and gradual atrophy depicted in AD
patients (Delatour et al., 2010), which only increases with dis-
ease severity (Evans et al., 2010). To date, it remains unclear
whether developmental abnormalities, rather than stricdy age-
dependent AD-like brain atrophy, is a major determinant of
the early atrophy observed in transgenic mice. Progressive brain
atrophy in our hypothyroid model may more closely mimic
the physiological sequence of events that occurs with aging and
may suggest that hypothyroidism induced by PTU is associated
with early features of AD.

Brain inflammation contributes to AD pathogenesis (Wyss-
Coray and Rogers, 2012). Padents with hypothyroidism also
present a significantly higher level of the inflammatory marker
C-reactive protein, CRP (Dizdarevic-Bostandic et al., 2013).
Here, following a 5-week PTU treatment, we found elevated
mRNA levels for TNF-a and IL-6, together with higher
mRNA and protein levels of IL-1f and CRP compared to con-
trol rats. Overexpression of IL-1f has been reported in AD
and can lead to excessive expression of APP and induction of
plaque formation (Griffin et al., 2000; Laye, 2010). Upregula-
tion of CRP has also been observed in brains of AD patients
(Lin et al, 2009). Interestingly, a significant negative

Hippocampus
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correlation has been reported between circulating TH concen-
trations and serum IL-6 and CRP concentrations in premature
infants with nonthyroidal illness (Dilli and Dilmen, 2012) and
similar results were reported in rats administrated with CRP or
AB25-35 peptides, a highly toxic core fragment of the full-
length AB peptide (Lin et al., 2009). Thus, the elevated levels
of proinflammatory molecules observed after PTU treatment
could be one key factor promoting the amyloidogenic process-
ing of APP we reported previously in this model (Ghenimi
et al., 2010), therefore contributing to the overall AD-like phe-
notype we observed.

Another hallmark of AD is intraneuronal neurofibrillary tan-
gles composed of hyperphosphorylated tau, the level and
spreading of which correlates with memory impairments in sev-
eral animal models of AD (Duyckaerts and Hauw, 1997;
Dujardin et al., 2014). Tau proteins were identified as a factor
promoting microtubules assembly and stabilization. Phospho-
rylation affects the ability of tau protein to promote microtu-
bule assembly (Sergeant et al., 2008). Tyrotropin-releasing
hormone (TRH) concentration, a neuropeptide primarily
known for its role as central regulator of the hypothalamic—
pituitary—thyroid axis, was shown to be decreased in the hippo-
campus of AD patients compared to elderly controls. In in
vitro neuronal cell cultures, depletion of TRH was shown to
enhance tau phosphorylation via changes in the activity of sev-
eral kinases (Luo et al., 2002; Luo and Stopa, 2004; Daimon
et al., 2013). Moreover, there is evidence to suggest that THs
are required during early development for high rates of micro-
tubule assembly (Fellous et al., 1979). Here, we demonstrate
that hypothyroidism induced by PTU-treatment promotes tau
hyperphosphorylation in wvive. Tau hyperphosphorylation was
associated with an increased activation of p38-MAPK and a
decrease in the expression of PP2B. Involvement of p38-
MAPK in tau phosphorylation was previously demonstrated
(Buee-Scherrer and Goedert, 2002). PP2B was found able to
dephosphorylate tau at multiple epitopes including those eval-
uated here (Liu et al., 2005). Interestingly, PP2B protein levels
were shown to correlate inversely with dementa severity and
Braak tangle stages in AD brains, and PP2B activity was found
globally reduced in AD brains (Karch et al., 2013). Consistent
with these data, our results thus suggest that increased p38-
MAPK phosphorylation together with decreased expression of
PP2B is likely to contibute to tau hyperphosphorylation in
our hypothyroid model. A surge of proinflammatory markers
found in PTU-treated animals may also contribute to tau
hyperphosphorylation (Li et al., 2003; Kitazawa et al., 2005).
This view is in line with previous observations demonstrating
p38-MAPK activation in proinflammatory conditions in the

brain (Chaves de Souza et al., 2013).

Hypothyroidism Affects Hippocampal-Dependent
Memory Function

Previous studies of cognitive functions in mouse or rat mod-
els of AD have consistently reported spatial memory deficits
(Sipos et al., 2007; Blanchard et al., 2009; Fu et al., 2010;
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Burnouf et al., 2013). In this study, we used the radial-arm
water maze task, a hippocampal-dependent spatial memory
task (Park et al., 2008; Alzoubi et al., 2009), to examine mem-
ory performance of PTU-treated rats. Our results showed that
hypothyroid rats had difficulty in coping with the everyday
change in the goal arm spatial location. This adaptation diffi-
culty, which did not include procedural aspects of the task,
likely reflects an alteration in behavioral flexibility, leading to a
delay in learning. With repeated practice, however, hypothyroid
rats could learn to the same extent as controls, but still showed
severe deficits in long-term spatial memory. These results,
which are comparable to those observed in thyroidectomized
rats (Gerges et al., 2004), are unlikely to result from anxiety or
motor impairments since PTU-treated rats showed a similar
behavioral profile to that of controls in the circular corridor,
open-field arena and elevated plus-maze.

The cellular mechanisms underlying spatial memory
impairments in hypothyroid rats are presumably multi-
factorial. First, one likely candidate mechanism is an altera-
tion of RC3 signaling in neurons. TH availability in the adult
brain plays a central role in the control of RC3 expression
(Iniguez et al., 1993; Piosik et al., 1996; Husson et al.,
2004), a brain-specific gene involved in synaptic plasticity
and memory via the modulation of Ca”/calmodulin—depend-
ent signaling (Marambaud et al., 2009). RC3 protein is a res-
ervoir for CaM controlling its availability and CaM itself acts
as a signaling hub, feeding in and distributing Ca*" signals
through a variety of different kinases and phosphatases (Koro-
milas et al., 2010). We found a conspicuous decrease in total
and phosphorylated RC3 protein levels in the hippocampus
associated with a decrease in the expression of CaM, p-
CaMKII, CaMKIV, and PP2B proteins. Given the role of
RC3-mediated CaMK signaling in synaptic plasticity and spa-
tial learning (Pak et al., 2000), alteration of this pathway is a
likely mechanism contributing to the observed memory defi-
cits. Moreover, there is extensive crosstalk between Ca’" and
CaMK signaling and several other kinases cascades involved
in synaptic plasticity and hippocampal functions, in particular
the MAPK/ERK-CREB cascade. This pathway controls
activity-dependent regulation of gene programs via the regu-
lated expression of inducible transcriptions factors such as
EGR1/Zif268, which is required for synaptic plasticity and
hippocampal-dependent memories (Bozon et al., 2002; Davis
et al., 2003; Besnard et al., 2014). Moreover, p-CREB levels
are reduced in RC3 knockout mice that also present deficits
in spatial learning and memory (Wu et al., 2002). The pres-
ent findings show that PTU-treatment resulted in a decrease
in major components of this pathway, including p-ERK42,
which was also observed in thyroidectomized rats in associa-
tion with impairment in RAWM performance (Alzoubi et al.,
2009), p-CREB and EGRI, suggesting alteration of this cell-
signaling pathway is also likely to contribute to the observed
deficits.

Second, as described above, brain atrophy, tau hyperphos-
phorylation, increased levels of AB42 as well as neuroinflam-
mation, features of AD modified in hypothyroid rats, may also



contribute to the impairment of memory processes (Lin et al.,
2009; Laye, 2010). For example, elevated AB42 may trigger
some of the early-onset morphological and functional synaptic
plasticity deficits that lead to memory dysfunction in mouse
models of AD (Jacobsen et al., 2006; Brouillette et al., 2012).
Spatiotemporal progression of tau aggregates has been shown
to correlate with cognitive deficits (Duyckaerts and Hauw,
1997; Grober et al., 1999). Further, tau hyperphoshorylation
associated with detrimental metabolic conditions such as obe-
sity and diabetes or with chronic anesthesia, lead to impaired
memory function (Papon et al., 2013). Notably, these post-
translational tau modifications were found associated with
impaired memory abilities (Le Freche et al., 2012; Burnouf
et al., 2013; Leboucher et al., 2013). However, an in wvitro
study suggested that kinase activation or phosphatase inhibition
can induce tau phosphorylation, but is not sufficient to result
in microtubules destruction and subsequent neurodegeneration

(Miyasaka et al., 2010).

CONCLUSION

The present findings provide evidence that PTU-induced
hypothyroidism in rats lead to several early neuropathological
signs of AD, characterized by reduction of cerebral volume,
abnormal tau phosphorylation and neuroinflammation associ-
ated with cognitive deficits. Together with our previous data
showing enhanced amyloidogenic processing of APP and
increased AP peptide production in the hippocampus in the
same model, we conclude that hypothyroidism leads to AD-
related pathological hallmarks associated with reduced behav-
ioral flexibility and impaired long-term spatial memory. Mech-
anistically, TH availability in the adult brain plays a central
role in the control of RC3 expression, and our biochemical
analyses provide evidence that hypothyroidism results in a
decrease in hippocampal expression of RC3 associated with the
downregulation of many molecular components of cell-
signaling cascades involved in synaptic plasticity. These altera-
tions, that are also found in AD (Saura, 2012; Zeiger et al.,
2013; Lin et al., 2014), are likely to be at least in part respon-
sible for the resulting memory deficits. Interestingly, a decrease
in RC3 expression has been reported in brains of patients suf-
fering early and late stage AD (Reddy et al., 2005) and a
decrease in CaMKII in the hippocampus of AD patients was
shown to correlate with cognitive assessment scores (Reese
et al., 2011). Mirroring this, Thorsell et al. (2010) reported
elevated levels of RC3 in cerebrospinal fluid of AD patients
that correlate with tau phosphorylation, and is likely due to
synaptic degeneration and decreased RC3 brain expression. To
conclude, these data strengthen the interest in considering
hypothyroidism as a potential factor impacting the risk of
developing sporadic forms of AD with aging and place TH
and RC3 as potentially interesting therapeutic candidates for
certain forms of AD.
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5. Résultats complémentaires

5.1. Effet de ’hypothyroidie sur 'activité locomotrice

L’activité locomotrice des animaux a été évaluée par le test du cyclotron sur une
période de 120 min. La figure 29 montre I’évolution de ’activité locomotrice des animaux par

tranche de 10 min.
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Figure 29 : Evolution de I’activité locomotrice des rats témoins (n=7) et hypothyroidiens (n=7) soumis au test
du cyclotron par tranche de 10 min sur une période de 120 min.

Aucune différence d’activité locomotrice globale n’a été observée entre les deux
groupes suite aux 5 semaines de traitement (ANOVA mesures répétées, effet traitement : F
a1,132) = 0.035, p = 0.85). Les résultats font apparaitre que I’activité locomotrice des animaux
témoins et hypothyroidiens diminue significativement au cours des 40 premicres minutes,
pour se stabiliser par la suite (ANOVA mesures répétées, effet temps: F 11,132) = 19.14,
p<0.0001). Nous avons également réalis¢ une ANOVA mesures répétées sur la distance
parcourue au cours du temps: aucune différence statistique n’a été mise en ¢évidence
concernant 1’interaction traitement x temps (F (11,132) = 1.28, p = 0.24). Ces résultats montrent
donc que dans nos conditions expérimentales, les rats hypothyroidiens ne présentent pas de

déficits locomoteurs.
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5.2. Effet de ’hypothyroidie sur 'activité exploratoire dans ’open-tield

L’activité locomotrice et exploratoire des animaux ayant recus du PTU a été évaluée

dans le test de I’open-field.

A B C
50,00 1 70,00 1 70,00 7 WTémoins
~ ’ ’ - ’ DOHypothyroidiens
W 5]
E £ 60,00 1 & 60,00
S 40,00 1 2 :
5 % 50,00 £ 50,00 1
S 3 S
£ 30,00 - £ 40,00 1 = 40,00 1
> = 2
D
= l 2 30,00 1 2 30,00 1
£ 2000 : g
2 2 20,00 1 220,00 |
£ 10,00 - 2 £
2 10,00 1 £ 10,00 1
a
0,00 - — 0,00 — 0,00

Figure 30 : Effet de 5 semaines de traitement PTU sur (A) ’activité locomotrice totale, (B) le nombre de
redressement et (C) le temps passé dans la zone centrale dans le test de I’Open-field (n=10).

La figure 30-A représente la distance totale parcourue sur une période de 10 min dans
I’open-field par les rats témoins et hypothyroidiens : les analyses statistiques n’ont pas mis en
¢vidence de différence significative entre les deux groupes d’animaux (t=0.32 ; p=0.74). Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus dans le test du cyclotron puisqu’ils ne mettent pas
en évidence de déficits locomoteurs. Les mesures du temps passé au centre (figure 30-B) et du
nombre de redressements (figure 30-C) n’ont également pas permis de différencier les deux
groupes (respectivement, t=0.77 ; p=0.45 et t=0.79 ; p=0.43). L’ensemble de ces résultats

révele donc une activité exploratoire identique entre les deux groupes.
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5.3. Effet de ’hypothyroidie sur le comportement de type anxieux

Le comportement de type anxieux des animaux a été évalué dans le labyrinthe en croix
surélevé.
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Figure 31 : Effet de 5 semaines de traitement PTU sur (A) le temps passé et (B) le nombre d’entrées dans les
bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé (n=7).

Aucune différence significative n’a ét¢ mise en évidence entre les deux groupes
d’animaux concernant le temps passé¢ dans les bras ouverts (t=0.99 ; p=0.34) ainsi que le
nombre d’entrées dans ces mémes bras (t=0.21 ; p=0.83) (figure 31). Ces résultats, en accord
avec ceux obtenus dans I’open-field (temps passé au centre), montrent qu’une hypothyroidie
induite par un traitement de 5 semaines au PTU, ne conduit pas & un comportement de type

anxieux.
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5.4. Effet de 'hypothyroidie sur 'apprentissage et la mémoire spatiale, évalués

dans le labyrinthe aquatique de Morris

Afin d’analyser les effets de I’hypothyroidie sur ’apprentissage et la mémoire spatiale,
nous avons soumis les rats a une tache d’apprentissage et de mémoire spatiale en piscine de

Morris pendant 8 jours.

Avant de débuter 1’analyse de I’apprentissage et la mémoire, nous avons dans un
premier temps compar¢ la vitesse de nage des différents groupes afin d’écarter un éventuel
biais. La figure 32 montre que les vitesses de nage ne différent pas en fonction du traitement
(ANOVA mesures répétées, effet traitement : F (1,103y=1.58, p=0.22). Une augmentation de la
vitesse de nage a été observée au cours du temps, pour tous les animaux (ANOVA mesures
répétées, effet temps : F (103=4.2, p<0.001) et aucune interaction entre le traitement et le

temps n’a été mise en évidence (F (6,108=0.38, p=0.88).
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Figure 32 : Effet de 5 semaines de traitement PTU sur la vitesse de nage des rats (n=10) dans le labyrinthe
aquatique de Morris.
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5.4.1. Apprentissage spatial

La premicre phase du test consiste en un apprentissage de la localisation de la
plateforme immergée. Durant cette phase de 7 jours, nous pouvons évaluer 1’évolution de
I’apprentissage en regardant la distance parcourue ou le temps mis pour atteindre la

plateforme.
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Figure 33 : Effet de 5 semaines de traitement PTU sur les capacités d’apprentissage spatial des rats (n=10) dans
le labyrinthe aquatique de Morris.

Globalement, la distance parcourue pour atteindre la plateforme diminue pour les deux
groupes d’animaux au cours de ’apprentissage (ANOVA mesures répétées, effet temps :
F6,108=24.41, p<0.0001). Enfin, aucun effet du traitement PTU n’a été mis en évidence sur la
cinétique d’apprentissage de la tiche spatiale (ANOVA mesures répétées, interaction

traitement x temps : F (6,103y=0.81, p=0.56) (figure 33).
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5.4.2. Mémoire spatiale

Dans le but d’évaluer la mémoire spatiale des animaux, la phase d’apprentissage s’est
poursuivie par un test de rétention aprés un délai de 24 h. La figure 34 montre la distance
parcourue (en pourcentage) par les animaux dans le quadrant cible ainsi que dans les autres

quadrants de la piscine au cours de ce test de rétention.

40,00 1
35,00 A
30,00 A
25,00 -
20,00 A
15,00 A
10,00 1
5,00 -
0,00 -

Chance

Distance parcourue (%)

B Témoins

OHypothyroidiens

quadrant cible =~ quadrant opposé quadrant adjacent quadrant adjacent
droit gauche

Figure 34 : Effet de 5 semaines de traitement PTU sur les performances mnésiques des animaux (n=10) évaluées
dans le labyrinthe aquatique de Morris. * p<0.05 comparativement a la chance (25%).

L’analyse de la distance parcourue dans chaque quadrant ne révéle aucune différence
entre nos deux groupes. Les rats témoins et hypothyroidiens parcourent significativement plus
de 25% de leur distance totale dans le cadrant cible (respectivement, t=4.38; p<0.05 et
t=3.49 ; p<0.05) ; la distance parcourue dans le quadrant cible est comparable pour les deux

groupes d’animaux (Témoins : 3.93 + 0.93, Hypothyroidiens : 5.46 £+ 1.38, t=0.75 ; p=0.94).

Les résultats concernant la latence d’entrée dans le quadrant cible ne révelent aucune
différence entre les rats témoins et hypothyroidiens (t=0.92 ; p=0.37). Enfin, afin d’analyser la
précision de recherche de la plateforme nous avons comptabilisé¢ le nombre de passages sur
I’emplacement de la plateforme (« crossing »). Ce dernier parametre est également identique

pour tous les animaux (Témoins : 1.90 + 0.45, Hypothyroidiens : 2.5 + 0.26, t=1.12 ; p=0.27).
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L’ensemble de ces données, met en évidence que I’hypothyroidie générée par une
administration de PTU pendant 5 semaines s’accompagne, dans I’hippocampe des rats,
d’un ensemble de Iésions spécifiques et associées a la MA. Ces résultats, complémentaires
aux résultats montrant qu’un méme traitement favoriserait la voie amyloidogénique
(Ghenimi et coll., 2010,) renforcent l’idée selon laquelle I’hypothyroidie, pourrait étre
impliquée dans l’étiologie de la MA et contribuerait ainsi aux déficits cognitifs associés.

Nos résultats mettent en évidence un effet du PTU sur la mémoire spatiale de travail.
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Chapitre II : Effet d’'une administration de T3 sur
les altérations neuropathologiques et fonctionnelles
associées a [’hypothyroidie

1. Contexte et objectifs du travail

Dans le chapitre précédent nous avons montré que I’hypothyroidie, induite par un
traitement de 5 semaines au PTU, favorisait la mise en place de certaines Iésions observées au
cours de la MA. Nos résultats révélent une hyperphosphorylation de Tau, ainsi qu’une
augmentation de certains marqueurs d’inflammation dans I’hippocampe des animaux ayant
recu du PTU pendant 5 semaines. Au plan fonctionnel, une altération de la mémoire spatiale a
court et long terme a été observée. Cette modification s’accompagne d’une hypoactivité des
voies de signalisation (dont la voie sollicitant RC3) connues pour jouer un role clé dans les
processus de mémorisation.

Dans ce contexte, il nous a alors paru important de tester, sur notre modele
expérimental, le potentiel de réversion par la T3, forme active des HT, sur ’ensemble des
altérations moléculaires, biochimiques et fonctionnelles observées chez les animaux traités au
PTU. L’effet de I’administration de T3 a des rats traités au PTU a été évalué sur les
marqueurs pathologiques de la MA (phosphorylation de la protéine Tau, taux de peptides Af-
42, neuroinflammation) et les dysfonctionnements qui y sont associés (plasticité synaptique,

altérations mnésiques).

2. Méthodologie

L’hypothyroidie a ét¢ mise en place chez des rats males Wistar agés de 8 semaines,
selon le protocole décrit dans le chapitre II. Apres 5 semaines de traitement PTU, une partie
des rats hypothyroidiens a regu, par injections intra-péritonéales, 150 pg/kg de T3
quotidiennement pendant 4 jours avant d’étre sacrifi¢ ou avant le début des tests
comportementaux. Les injections se sont poursuivies pendant toute la durée des tests
comportementaux. L’ensemble des expériences a été réalisé sur trois groupes d’animaux :
témoins, hypothyroidiens, hypothyroidiens administrés par la T3 (hypo+T3). Une partie des
rats témoins et hypothyroidiens a également été injectée par la solution de dissolution de la

T3.
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Nous avons mesuré, chez ces animaux, les formes phosphorylées de tau ainsi que les
marqueurs d’inflammation et des voies de signalisation dont I’expression a ét¢ modifiée par le
traitement PTU. Une quantification du taux de peptides AB-42 au niveau de I’hippocampe a
¢galement été réalisée. Les outils de biologie moléculaire (QPCR), de biochimie (Western
Blot, Elisa) et de comportement (plus-Maze, RAWM) décrits précédemment ont été mis en
ceuvre dans ce travail. Enfin, le comportement de type anxieux ainsi que la mémoire spatiale
ont été étudiés chez ces animaux. Afin de mieux caractériser le profil mnésique des animaux
hypothyroidiens et d’étudier I’effet de la restauration par la T3, les animaux ont également été

soumis a un autre test de mémoire spatiale : le Y-Maze.

3. Résultats

3.1. Le modele

La croissance pondérale de I’ensemble des animaux a été suivie pendant toute la durée
du traitement (figure 35). Une ANOVA mesures répétées a permis de révéler un effet du
traitement sur la croissance pondérale des animaux (F (2325 = 148.72; p<0.0001): les
analyses post hoc ont mis en évidence, comme précédemment, un effet du traitement PTU sur
la croissance pondérale des animaux (p<0.0001). En revanche, I’administration de T3 n’a

aucun effet sur le poids des animaux.
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Figure 35: Effet du traitement sur la croissance pondérale des animaux (n=12). ***p<0,0001 différence
significative des rats hypothyroidiens vs témoins, ### p<0.0001 différence significative des rats témoins vs
hypo+T3.
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Une diminution de 49% du taux de T3 sérique, a été observée chez les rats traités au
PTU, comparé aux rats témoins (t=0.34 ; p<0.0001). L’administration de T3 pendant 4 jours

augmente de facon tres significative le taux sérique de T3 (hypo+T3 vs Hypothyroidiens : t=
2.85 ; p<0.0001) (tableau V).

Tableau V : Effet du statut thyroidien sur les taux de T3 sérique.

Témoins Hypothyroidiens Hypo + T3

Concentration T3

- 0.69 +0.02 0.35 + 0.05%** 3.54 & 0.35%%* ¥
sérique (ng/ml)

Les valeurs correspondent a la moyenne = SEM obtenues sur n = 10 animaux par groupe.
#x% p<0.0001 différence significative comparée aux rats témoins, " p<0.0001 différence
significative comparée aux rats hypothyroidiens.

Nous avons également évalu¢ le taux d’ARNm codant pour les récepteurs TRa et
TR, dont I’expression est régulée par leur propre ligand. L’hypothyroidie entraine une
diminution de I’expression de TRa et TR respectivement de 32% et 25% (p<0.05). Le
traitement par la T3 permet de restaurer le taux d’ARNm codant pour TRa a un niveau
comparable a celui des rats témoins (post hoc hypo+T3 vs témoins : p=NS). En revanche, ce
méme traitement ne permet pas de restaurer celui de TRP (post hoc hypo+T3 vs
hypothyroidiens : p=0.57).

Les résultats font également apparaitre que I’administration de T3 permet de restaurer

le taux d’ARNm codant pour RC3 a un niveau comparable a celui des témoins (p<0.05)

(figure 36).
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Figure 36 : Effet du statut thyroidien sur les taux d’ARNm codant pour TRa, TRP et RC3 (n=6). Les résultats
sont présentés en pourcentage par rapport aux rats témoins. * p<0.05 différence significative comparée aux rats
témoins, # p<0.05 différence significative comparée aux rats hypothyroidiens.
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L’ensemble de ces résultats met en évidence qu’une administration de T3 pendant 4
jours permet de restaurer I’hypothyroidie systémique et tissulaire associée au traitement
PTU. Dans I’hippocampe, ce traitement permet effectivement de restaurer les taux d’ARNm
codant pour RC3, protéine considérée comme un trés bon indicateur du statut thyroidien

cellulaire, a un niveau comparable a celui des témoins.

3.2. Effet du statut thyroidien sur la voie amyloidogénique

Aucune modification significative des taux d’ARNm codant pour les protéines
APP770-751 n’a été observée dans 1’hippocampe des rats, en réponse a la modification du
statut thyroidien (ANOVA : F 2.15) = 2.956 ; p=NS). En revanche, une modification du statut
thyroidien s’accompagne d’une modulation du taux d’ARNm codant pour APP695 (ANOVA
: F 15 = 6.22; p<0.05). En effet, I’hypothyroidie entraine une augmentation du taux
d’ARNm codant pour APP695 (témoins : 0.93 + 0.09, hypothyroidiens : 1.12 + 0.12 ; post
hoc hypothyroidiens vs témoins : p<0.05), qui est reversée par I’administration de T3
(hypo+T3 : 0.95 + 0.07 ; post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : p<0.05, post hoc hypo+T3
vs témoins : p=NS).

Les résultats ont également mis en évidence, dans I’hippocampe des animaux, un effet
du traitement sur le taux de peptides AB-42 (ANOVA : F 230y = 29.97 ; p<0.0001). L’analyse
post hoc montre une augmentation significative des taux de peptides AB-42 chez les rats
hypothyroidiens comparés aux témoins (+23%, p<0.001). L’administration de T3 diminue de

manigére significative le taux d’AB-42 (hypo+T3 vs hypothyroidiens : p<0.0001) (tableau VI).

Tableau VI : Effet du statut thyroidien sur le taux de peptides AB-42 dans I’hippocampe.

Témoins Hypothyroidiens Hypo + T3

Ap-42 0.71 £0.06 0.88 £ 0.10%** 0.61 +£0.10* ™

Les valeurs, rapportées a la quantité de protéines totales, correspondent a la moyenne + SEM
obtenues sur n = 11 animaux par groupe. *p<0.05, ***p<0.001 différence significative
comparée aux témoins, ""p<0.001 différence significative comparée aux hypothyroidiens.

Ces résultats confirment et renforcent les données obtenues par Ghenimi et coll.
(2010) montrant une augmentation du taux de peptides Af-42 dans I’hippocampe des
animaux traités par le PTU. Nous montrons ici qu’un traitement par la T3 pendant 4 jours,

chez ces mémes rats, permet de réduire les taux de peptides Af-42 dans I’hippocampe.
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3.3. Effet du traitement sur ’hyperphosphorylation de Tau

Les résultats présentés ici sont des données préliminaires (témoins: n=2;
hypothyroidiens : n=6 ; hypo+T3 : n=6). Ces premiers résultats mettent en évidence un effet
significatif du traitement sur I’état de phosphorylation de Tau au niveau de la Ser404
(ANOVA : F 2,11y = 7.36 ; p<0.01) mais pas au niveau de la Ser396 (ANOVA : F 2,11)=2.49 ;
p=NS). L’hypothyroidie s’accompagne d’une augmentation de la phosphorylation de Tau au
niveau de la Ser404 (post hoc hypothyroidiens vs témoins: p<0.05); cet effet n’est pas
restauré par la T3 (post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : p=NS) (figure 37).
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Figure 37 : Effet du statut thyroidien sur (A) 1’état de phosphorylation de la protéine Tau, (B) I’expression et
I’activation de la kinase p38-MAPK, (C) I’expression protéique de la phosphatase PP2B. Les résultats sont
présentés en pourcentage par rapport aux rats témoins. *p<0.05, différence significative comparée aux rats
témoins ; #p<0.05, différence significative comparée aux rats hypothyroidiens.
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Nous avons ¢galement évalué les effets de I’hypothyroidie sur I’expression et
I’activation de la kinase p38-MAPK et sur I’expression la phosphatase PP2B. Ces données
préliminaires ne révelent aucun effet du traitement sur I’expression et I’activation de la kinase
p38-MAPK (respectivement ANOVA : F 511y = 091 ; p=NS; F 211y = 1.12 ; p=NS). En
revanche, le statut thyroidien module I’expression de PP2B (ANOVA : F 15 = 2.21 ;
p<0.01). L’hypothyroidie est associée a une réduction significative de I’expression PP2B
(post hoc témoins vs hypothyroidiens : p<0.05) et le traitement par la T3 permet de restaurer
les niveaux d’expression de la phosphatase (post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : p<0.01 ;
témoins vs hypo+T3 : p=NS) (figure 37).

Les résultats présentés ci-dessus sont des données préliminaires effectués sur un
nombre réduit d’animaux témoins (n=2). Cela pourrait expliquer pourquoi nous ne
retrouvons pas effet de I’hypothyroidie sur la phosphorylation de Tau, mais également sur
Pexpression et ’activation de la kinase p38-MAPK. Il semble cependant que le traitement
par la T3 ne permette pas de moduler I’état de phosphorylation de la protéine Tau. Des

analyses complémentaires sont en cours.

3.4. Effet du statut thyroidien sur la neuroinflammation

La quantification de I’expression des marqueurs de la réponse inflammatoire a révélé
une modulation de cette derniére en fonction du statut thyroidien (figure 38 et 39). Nous
avons effectivement observé un effet du traitement sur 1’expression des ARNm codant pour
IL1B (F 2,15y = 6.41 ; p<0.01), IL6 (F (2,15) = 13.00 ; p<0.001) et TNFa (F (2,15) = 7.42 ; p<0.01)
ainsi que sur les taux protéiques d’IL1B (F 2,15y = 9.46 ; p<0.01) et de CRP (F (2,15 = 23.04 ;
p<0.0001) dans I’hippocampe des rats. Les tests post hoc montrent une hypoexpression des
ARNm codant pour IL1f (p<0.01), IL6 (p<0.001) et TNFa (p<0.01) ainsi qu’une diminution
du taux des protéines IL1B (p<0.05) et CRP (p<0.01) chez les rats hypothyroidiens. Le
traitement par la T3 permet une restauration du taux d’ARNm codant pour IL6 (p<0.05),
TNFa (p<0.05), et du taux protéique de IL1B (p<0.01) et CRP (p<0.0001). En revanche, nos
résultats n’ont pas permis de mettre en évidence un effet du traitement par la T3 sur le taux

d’ARNm codant pour IL1 (p=0.32).
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Figure 38 : Effet du statut thyroidien sur les niveaux d’expression des ARNm codant pour des marqueurs
d’inflammation. Les résultats sont présentés en pourcentage par rapport aux rats témoins (n=6). *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 différence significative comparée aux rats témoins ; #p<0.05 différence significative
comparée aux rats hypothyroidiens.
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Figure 39 : Effet du statut thyroidien sur I’expression protéique des marqueurs d’inflammation. Les résultats
sont présentés en pourcentage par rapport aux rats témoins (n=6). *p<0.05, **p<0.01 différence significative
comparée aux rats témoins ; ##p<0.01, ###p<0.001 différence significative comparée aux rats hypothyroidiens.

L’hypothyroidie s’accompagne, dans notre modéle expérimental, d’une

augmenta

normalise

tion de certains marqueurs pro-inflammatoires. L’administration de T3 permet de

r les niveaux de la plupart d’entre eux.
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3.5. Effet du statut thyroidien sur la voie calcique et la voie ERK-MAPK

Concernant la voie calcique, une ANOVA globale a permis de mettre en évidence un
effet du statut thyroidien sur I’expression protéique de RC3 (F (2,15) = 25.15 ; p<0.0001), CaM
(F 215 = 7.26; p<0.01), et CaMKIV (F (2,15 = 4.93 ; p<0.05), ainsi que sur les formes
phosphorylées de RC3 (F 2,15y = 116.25 ; p<0.0001) et CaMKII (F (2,15) = 5.77 ; p<0.05). En
revanche, 1’expression de la forme totale de CaMKII n’est pas modifiée dans nos conditions
(F 215y = 1.46; p=0.26). Les analyses post hoc ont permis de confirmer les résultats de
I’hypothyroidie précédemment décrit (Chaalal et coll., 2014) caractéristiques d’une
hypoactivité de la voie calcique chez les rats ayant recu du PTU. L’administration de T3
permet de restaurer la plupart des indicateurs de la voie calcique. En effet, les résultats
mettent en évidence une augmentation des niveaux protéiques de RC3 (post hoc hypo+T3 vs
hypothyroidiens : P<0.001), p-RC3 (post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : p<0.0001 ;
témoins vs hypo+T3 : p<0.0001), CaM (post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : p <0.05 ;
témoins vs hypo+T3 : p=0.98), et p-CaMKII (post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : p
<0.05 ; hypo+T3 vs témoins : p>0.99). En revanche, le traitement par la T3 augmente le taux
protéique de CaMKIV de 25% sans toutefois le normaliser (post hoc hypo+T3 vs
hypothyroidiens : p =0.13 ; hypo+T3 vs témoins : p=0.64) (figure 40).
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Figure 40 : Effet du statut thyroidien sur le taux protéique de certains indicateurs de la voie calcique (n=6).
*p<0.05, ***p<0.001 différence significative comparée aux rats témoins. Les résultats sont présentés en

pourcentage par rapport aux rats témoins. #p<0.05, ###p<0.001 différence significative comparée aux rats
hypothyroidiens.

Les analyses relatives a la voie ERK-MAPK mettent en évidence un effet du statut
thyroidien sur D’expression protéique des formes totales (F 215y = 4.58; p<0.05) et
phosphorylées (F 2,15y = 14.84 ; p<0.001) de ERK42. Le statut thyroidien module également
I’expression de la forme totale de la kinase ERK44 (F 5,15y = 6.23 ; p<0.05) sans affecter sa
forme phosphorylée (F 2,15y =2.72 ; p=0.09).

Concernant 1’expression de la protéine CREB, celle-ci n’est pas modifiée en fonction
du traitement (F 2,15y = 0.63 ; p=0.54) ; en revanche on peut noter un effet du statut thyroidien
sur ’expression de p-CREB (F (2,15) = 10.42 ; p<0.01).

Enfin, I’analyse des niveaux d’expression d’EGR1 a mis en évidence un net effet du

statut thyroidien (F (2,15 =9.76 ; p<0.01).
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Les analyses post hoc ont permis de conforter les résultats obtenus dans la premiére
partie du travail (Chaalal et coll., 2014). lls mettent & nouveau en évidence une baisse
d’activité de la voie ERK-MAPK chez les rats hypothyroidiens (figure 41).

L’administration de T3 a permis de restaurer au niveau de 1’hippocampe les niveaux
d’expression de p-ERK42 (post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : p <0.001 ; témoins vs
hypo+T3 : p=0.06), p-CREB (post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : p <0.05 ; hypo+T3 vs
témoins : p=0.57), et ’EGRI1 (post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : p <0.05 ; hypo+T3 vs
témoins : p=0.77). Ce traitement induit également une diminution de 1’expression des formes

totales de ERK42 (p<0.05) et ERK44 (p<0.05).
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Figure 41 : Effet du statut thyroidien sur le taux protéique de certains indicateurs de la voie ERK-MAPK
évalués par western-blot. Les résultats sont présentés en pourcentage par rapport aux rats témoins (n=6).*p<0.05,
**p<0.01 différence significative comparée aux rats témoins. #p<0.05, ###p<0.001 différence significative
comparée aux rats hypothyroidiens.

L’hypoexpression des marqueurs des voies de signalisation observée chez les rats

traités au PTU est restaurée par I’administration de T3.
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3.6. Effet du statut thyroidien sur le comportement de type anxieux évalué dans

le plus-maze

L’analyse des résultats obtenus dans le labyrinthe en croix surélevé n’a pas mis en
évidence de différences significatives sur le temps passé dans les bras ouverts (F (2,15y=0.71 ;
p=0.50) et le nombre d’entrées dans ces mémes bras (F (2,15) =1.19 ; p=0.32) entre les trois

groupes d’animaux (figure 42).
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Figure 42 : Effet du statut thyroidien sur le A) le pourcentage de temps passé dans les bras ouverts, B) le
nombre d’entrées dans les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé (n= 6).

Ces résultats montrent que les traitements que nous avons administrés aux animaux
(PTU, injection de T3) n’ont eu aucune incidence sur le comportement de type anxieux des

animaux.

132



3.7. Effet du statut thyroidien sur la mémoire spatiale

5.7.1. Labyrinthe radial aquatique (RAWM)
Les résultats obtenus dans le test du RAWM (figure 43) mettent en évidence que,

durant les 4 premiers jours du test, tous les animaux apprennent a localiser la plateforme de
maniere similaire (ANOVA mesures répétées, effet traitement : F 531y =1.65; p=0.21) : les
données obtenues lors de la phase d’acquisition révelent une diminution du nombre d’erreurs
commises entre les essais 1 et 4 (ANOVA meures répétées, effet essai : F pg1) =28.94 ;
p<0.0001). Lors de la phase de rétention, aucune différence de performance n’a été mise en
¢vidence entre les différents groupes d’animaux (p=NS).

Durant les jours 5 a 9, les résultats font apparaitre un effet du statut thyroidien sur le
nombre d’erreurs a l’essai 2 (F (227 =8.12; p<0.01). En effet, le groupe des rats
hypothyroidiens présente un retard d’apprentissage, caractérisé par un nombre d’erreurs plus
important lors de 1’essai 2 (post hoc hypothyroidiens vs témoins : p<0.001). Ce retard semble
compensé par 1’administration de T3 puisque les animaux ayant recu des injections de T3 ont
des performances supérieures a celles des rats hypothyroidiens (post hoc hypo+T3 vs
hypothyroidiens : p<0.05) et comparables a celles du groupe témoin (post hoc témoins vs
hypo+T3 : p=0.51). Les tests de rétention mettent en évidence un effet du statut thyroidien a
15 min (F (2.27) =5.28 ; p<0.05), 5 h (F 227 =5.43 ; p<0.05) et 24 h : F (227) =11.76 ; p<0.001).
Les rats hypothyroidiens présentent des déficits de mémoire a court et a long terme (post hoc
hypothyroidiens vs témoins : 15min: p <0.01; Sh: p <0.01; 24h: p <0.0001) et ces déficits sont
reversés par le traitement a la T3 (post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : 15min: p <0.05; Sh:
p <0.05; 24h: p <0.01).

Enfin, durant les deux derniers jours du test, les performances de tous les animaux sont
comparables durant les phases d’acquisition (p = NS). Les analyses des performances
obtenues au cours de la phase de rétention montrent que les déficits de mémoire sont toujours
présents au cours de la rétention a 5 h (F (27) =4.72 ; p<0.05) et qu’une tendance persiste a

24h (F 2,27) =2.94 5 p=006)
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Figure 43 : Effet du statut thyroidien sur I’apprentissage et la mémoire spatiale dans le RAWM. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 différence significative entre les rats témoins (n=12) et hypothyroidiens (n=12). #p<0.05,
##p<0.01 différence significative entre les rats hypothyroidiens et hypo+T3 (n=6).
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Concernant le nombre de jours nécessaire pour atteindre le critére d’apprentissage et
de mémoire (DTC, figure 44), les résultats obtenus réveélent un effet du statut thyroidien sur
I’essai 2 (F (2,15 =8.79 ; p<0.01) ainsi que sur les rétentions a 15 min (F 27 =9.14 ; p<0.01)
et 24h (F 227) =8.81; p<0.01). En effet, les animaux hypothyroidiens ont besoin de plus de
jours pour atteindre le critére a I’essai 2 lors de la phase d’apprentissage (post hoc : p <0.01) ;
cet effet ne semble pas étre complétement reversé¢ par 1’administration de T3 (post hoc :
hypo+T3 vs hypothyroidiens : p=0.31 ; hypo+T3 vs témoins : p=0.06). Concernant les tests de
mémoire, les rats hypothyroidiens atteignent le critére plus tard que les rats témoins aux
rétentions 15 min (p<0.01) et 24h (p<0.01). Le traitement par la T3 permet de compenser les
performances mnésiques a 15 min (post hoc : p<0.05) mais est sans effet sur les déficits
observés a 24h (post hoc hypo+T3 vs hypothyroidiens : p =0.52 ; hypo+T3 vs témoins :
p<0.05).
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Figure 44 : Effet du statut thyroidien sur le DTC. Le DTC représente le nombre de jours pour atteindre le
critére : moins d’une erreur a chaque essai et chaque tests de rétention pendant 3 jours consécutifs. *p<0.05,
*#p<0.01, différence significative comparée aux rats témoins. #p<0.05, #p<0.05 différence significative
comparée aux rats hypothyroidiens.
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5.7.2. Labyrinthe en Y (Y-maze)
Nous avons également testé les performances des 3 groupes d’animaux dans le test du

labyrinthe en Y. Les résultats obtenus lors de la rétention a 4h (figure 45) font apparaitre que
le pourcentage de premicres visites dans le nouveau bras est statistiquement différent de la
chance pour les animaux témoins (t=2.96 ; p<0.05) contrairement aux deux autres groupes
(hypothyroidiens : t=0.56 ; p=0.58 ; hypo+T3 : t=1.61, p=0.13). En effet, 83.3% des rats
témoins alternent en visitant d’abord le nouveau bras, alors que seulement 16.7% d’entre eux
se dirigent spontanément vers le bras familier (t=2.96 ; p<0.05). Les rats hypothyroidiens,
quant a eux se dirigent indifféremment vers le bras nouveau (41.6%) et le bras familier
(58.33%) (t=0.56 ; p=0.58). Enfin, les rats administrés par la T3 présentent un profil de
réponses comparable a celui des rats témoins puisqu’une majorité de rats (72.7%) se dirigent
spontanément vers le nouveau bras. Il faut cependant noter qu’au plan statistique, cet effet

n’est pas significatif (groupe hypo+T3, bras nouveau vs bras familier : t=1.61, p=0.13).
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Figure 45 : Effet du statut thyroidien sur le pourcentage de premiéres visites effectuées dans chaque bras lors de
la rétention a 4h (n=12). *p<0.05 différence significative comparée au bras nouveau. #p<0.05 différence
significative comparée a la chance.

Les résultats obtenus lors d’une rétention a long terme (figure 46) montrent que les
rats témoins se dirigent majoritairement (83.33%) vers le nouveau bras lors de leur premicre
visite (t=2.96, p<0.05) alors que les rats hypothyroidiens et les rats traités a la T3 visitent
aléatoirement les deux bras (respectivement, t=0.00, p=NS ; t=0.28, p=0.77). Le pourcentage

de premicres visites dans le bras nouveau de ces deux derniers groupes n’est pas différent de
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la chance (respectivement, t=0.00, p=NS ; t=0.28, p=0.77), contrairement a celui des rats

témoins (t=2.96, p<0.05).
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Figure 46 : Effet du statut thyroidien sur le pourcentage de premiéres visites effectuées dans chaque bras lors de
la rétention a 24h (n=12). *p<0.05 différence significative comparée au bras nouveau. #p<0.05 différence
significative comparée a la chance.

De facon intéressante, nous montrons ici que les déficits d’apprentissage et de
mémoire, observés chez les rats hypothyroidiens dans la tdche du RAWM, sont compensés
par DPadministration de T3. Les déficits de mémoire spatiale, observés chez les rats
hypothyroidiens ont également été retrouvés dans le test du Labyrinthe en Y. Cependant
dans cette autre tdche le traitement par la T3 permet d’améliorer les performances

mnésiques a court terme et est sans effets a long terme.

Les données obtenues dans ce travail de thése (tableau VII) permettent de renforcer
l’idée selon laquelle la modification du statut thyroidien et plus précisément une
hypothyroidie tissulaire peut étre considérée comme un facteur favorisant les Iésions et les
déficits cognitifs associés a la MA. En effet, I’ensemble des résultats met en évidence une
réversibilité de la plupart des marqueurs étudiés ainsi que des performances mnésiques. Cet
effet bénéfique du traitement par la T3 met en évidence que notre modéle d’étude génére

des modifications proches de celles observées dans les phases précoces de la pathologie.
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Tableau VII : Bilan des résultats expérimentaux

= pas d’effet du traitement ;

1

® diminution du marqueur par rapport au groupe témoin.

Hypo Série 1 Hypo Série 2 Effet du traitement T3
RC3 (ARNm) F y restauration
IL1B (ARNm) K 2 3 restauration partielle
IL6 (ARNm) 4 ‘ restauration
TNFo (ARNm) K : 3 restauration
IL1B (protéine) K : 3 restauration
CRP (protéine) 4 ‘ restauration
Ser396-Tau (protéine) 4+ ? ?
Ser404-Tau (protéine) 4 ? ?
Total-Tau (protéine) = ? ?
GSK3p-Ser9 (protéine) 4
GSK3B-Y216 (protéine) =
GSK3-Total (protéine) =
P38-Mapk (protéine) = ? !
p-P38 (protéine) 4+ ? ?
PP2B (protéine) F ¥ restauration
PP2A (protéine) - .
CaM (protéine) F ¥ restauration
CaMKII (protéine) = = =
p-CaMKII (protéine) F ¥ restauration
CaMKIV (protéine) L 2 s 2 restauration partielle
ERK42 (protéine) = = ¥
p-ERK42 (protéine) s 2 S 2 4+
ERK44 (protéine) - - 2
p-ERK44 (protéine) = = L 2
EGRI (protéine) F ¥ restauration
RC3 (protéine) . 2 s 2 restauration
SRC3 (proteine) 3 3 Y
CREB (protéine) = = =
p-CREB (protéine) ¥ F 2 restauration
Ap-42 E L 2
TRP (ARNm) F 2 restauration partielle
TRo (ARNm) s 2 restauration
T3 sérique 2 T ‘
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Partie IV : Discussion
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Discussion générale

La maladie d’Alzheimer (MA) se définie comme une pathologie neurodégénérative
caractérisée par une atteinte précoce et progressive des fonctions cognitives. Il existe deux
formes de la maladie qui se distinguent par leurs causes : une forme dite « familiale » et une
forme dite « sporadique ». Les mutations géniques a 1’origine des formes familiales ont été
identifiées mais 1’origine des formes sporadiques reste plus incertaine. Le risque de
développer ces formes sporadiques croit avec 1’age, principal facteur de risque de la maladie,
mais semble également augmenter ou retarder par des facteurs génétiques et
environnementaux : a titre d’exemple (i) les facteurs de susceptibilit¢ génétique peuvent
augmenter ou diminuer le risque de survenue de la maladie, (ii) les facteurs de risque
cardiovasculaires (diabéte, hypertension, hyperlipidémie) non pris en charge a 1’age moyen de
la vie sont associés a une survenue plus fréquente de la maladie, (iii) une activité
professionnelle stimulante ainsi qu’une vie sociale active semble retarder I’apparition des
premiers symptomes et leurs sévérités. Plusieurs éléments de la littérature, qui restent
parcellaires, plaident également en faveur d’une relation entre des dysfonctionnements
thyroidiens et les processus neurodégénératifs caractéristiques de la MA. Dans ce contexte,
I’objectif de ce travail était d’abord de mieux comprendre les conséquences d’une
hypothyroidie sur un ensemble de marqueurs neuropathologiques et fonctionnels décrits dans
la MA. Notre approche expérimentale a consisté a induire une hypothyroidie chez des rats
males adultes en utilisant un antithyroidien de synthése, le PTU. Ce travail repose sur des
résultats préliminaires qui ont mis en évidence, dans ce modele animal, que 1’hypothyroidie
favorise la voie amyloidogénique de dégradation de I’APP, conduisant a une augmentation de
la production d’AB et augmentant ainsi la vulnérabilité de formation de dépots amyloides
dans I’hippocampe (Ghenimi et coll., 2010). Par ailleurs, une partie du travail de thése a eu
pour objet de tester sur notre modele expérimental le potentiel de restauration par la T3, forme
active des HT, de I’ensemble des altérations moléculaires, biochimiques et fonctionnelles

observées chez les animaux hypothyroidiens.
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1. Les principaux résultats

Le modé¢le d’hypothyroidie que nous avons mis en ceuvre entraine une diminution
significative du taux de T3 sérique et une altération de la croissance pondérale. L’ hypoactivité
de la voie de signalisation de la T3 dans I’hippocampe se caractérise par une diminution des

taux d’ARNm codants pour TRa, TR et RC3.

Au plan moléculaire nous avons confirmé, chez ces animaux, I’augmentation du taux
de peptides AB-42 précédemment décrite dans I1’hippocampe. Ce méme traitement
s’accompagne, dans cette structure, d’une hyperphosphorylation de certains sites de la
protéine Tau et d’une augmentation de 1’expression de marqueurs proinflammatoires : I11f,
116, TNFa et CRP. Une ¢étude longitudinale d’IRM a permis de mettre en évidence une
atrophie du volume cérébral total a partir de 5 semaines de traitement au PTU. Au plan
comportemental, aucun déficit locomoteur et aucun comportement de type anxieux n’a été
mis en évidence. En revanche, I’hypothyroidie s’accompagne d’un retard d’apprentissage et
d’une atteinte de formes de mémoires hippocampo-dépendantes évaluées dans le RAWM et
dans le labyrinthe en Y. Une hypoactivité des voies de signalisation calcique et ERK-MAPK
connues pour jouer un role clé dans les processus de plasticité synaptique, d’apprentissage et
de mémoire a également été observée chez les rats traités au PTU.

Apreés 5 semaines de traitement PTU, I’administration de la T3 conduit a une
augmentation importante des taux sériques de T3. Au niveau de I’hippocampe, la
normalisation de 1’hypothyroidie cellulaire se caractérise par un taux d’ARNm codants pour
RC3 et TRa comparable a celui observé chez les animaux témoins. Cette restauration
s’accompagne (i) d’une diminution des taux de peptides AB-42 et de 1’expression des
molécules proinflammatoires, (ii)) d’une augmentation de 1’expression des marqueurs des
voies de signalisation calciques et ERK-MAPK. Les déficits d’apprentissage et de mémoire a
court terme altérés chez les animaux hypothyroidiens dans le test du RAWM sont restaurés
par le traitement. En revanche les altérations de mémoires spatiales a long terme ne sont pas

restaurées.
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2. Le mode¢le d’hypothyroidie

L’hypothyroidie est peu étudiée chez 1’animal adulte et les modéles couramment
utilisés sont des modeles d’animaux thyroidectomisés. Dans notre étude, nous avons choisi
d’administrer a des rats adultes du PTU (0.05%) dans I’eau de boisson. Cet antithyroidien de
synthése inhibe la synthése d’HT ainsi que la conversion de T4 en T3 au niveau périphérique
(Geffner et coll., 1975 ; Cooper, 2005). Une récente étude menée sur des rats ne présentant
pas de problémes thyroidiens a montré qu’une administration de PTU par gavage pendant 1
mois, a des doses importantes de 1, 20 et 200 mg/kg/jour, génére une hypothyroidie et ne
s’accompagne d’aucun effet indésirable (Nambiar et coll., 2013).

Le choix de notre mode¢le se justifie par les données de la littérature qui suggerent une
altération de la formation de T3 a partir de son précurseur T4 chez les patients atteints de la
MA (Davis et coll. en 2008). Les résultats obtenus par ces auteurs montrent en effet une
diminution des taux de T3 dans le cerveau sans modification des niveaux de T4. Plusieurs
auteurs rapportent que la biodisponibilité cellulaire en T3 ne refléte pas systématiquement le
taux de T3 sérique (Escobar-Morreale et coll., 1995, 1999 ; Broedel et coll., 2003). L activité
des désiodases semble jouer un role important dans la régulation du statut thyroidien tissulaire
(Gereben et coll., 2007). Dans notre étude, nous nous sommes focalisés sur 1’hippocampe,
structure considérée comme particulie¢rement résistante aux modulations des taux d’HT
circulantes (Broedel et coll., 2003 ; Obregon et coll., 2005). Afin d’évaluer le statut
thyroidien dans I’hippocampe de nos animaux, nous avons quantifi¢ les taux d’ARNm
codants pour les récepteurs nucléaires TRa et TR et pour RC3. Les données de la littérature
rapportent en effet que 1’expression des TR est régulée par leur propre ligand ; en 1993, Lebel
et ses collaborateurs ont mis en évidence une régulation positive de I’expression de TR par
la T3 dans le cerveau. Chez I’homme, un élément de réponse TRE a été mis en évidence dans
la séquence du géne codant pour le récepteur TRP (Suzuki et coll., 1994). Une diminution du
taux de TRa et de TR a été observée dans I’hippocampe des rats traités au PTU par Ghenimi
et coll. (2010). Par ailleurs, des études ont montré une régulation positive de I’expression de
RC3 par les HT dans le cerveau ; un ¢lément de réponse aux HT a d’ailleurs été découvert
chez ’homme dans le premier intron du géne NGRN et le taux d’expression de RC3 est
considéré comme un trés bon indicateur d’hypothyroidie cellulaire (Iniguez et coll., 1996 ;
Martinez de Arrieta et coll., 1999). Sur un modele similaire au nbtre, Coustaut et coll. (1996)
ont mis en évidence une diminution de T3 sérique de 46% chez des rats traités au PTU

(0.05%) des trois semaines de traitement ; aucune modification du taux d’ARNm codant pour
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RC3, n’a cependant été observée dans I’hippocampe des animaux. Une diminution de TR,
TRa et RC3 a en revanche été mise en évidence apres 5 semaines de traitement. Ces résultats
rendent a nouveau compte que la biodisponibilit¢ cellulaire en T3 ne refléte pas
systématiquement le taux de T3 sérique. De méme, tandis que I’administration de T3 chez les
animaux hypothyroidiens s’accompagne d’une augmentation trés importante du taux de T3
sérique, les taux d’ARNm codants pour TRa et RC3 sont comparables a ceux des animaux
témoins. Ces données confortent 1’idée selon laquelle I’hippocampe est une structure
particulierement protégée des modifications de statut thyroidien. En nous appuyant sur les
données de la littérature, nous pouvons supposer que la désiodase de type 3, localisée
essentiellement dans les neurones, aurait un role majeur dans la régulation du taux de T3
cellulaire : cette enzyme dégraderait T3 en métabolites inactifs comme 1’ont décrits plusieurs
auteurs (Freitas et coll., 2010 ; Dentice et Salvatore, 2011).

La mise en place de I’hypothyroidie se caractérise dans ce modele expérimental par un
ralentissement de la croissance pondérale comparable a celui obtenu chez des rats
thyroidectomisés (Gerges et coll., 2001). Ce ralentissement a été rapporté a plusieurs reprises
dans la littérature chez des rats soumis a un traitement PTU ou au méthimazole (MMI)
(Madeira et coll., 1991 ; Hasegawa et coll., 2010 ; Yu et coll., 2014). Dans notre étude, nous
avons mis en évidence que la différence de poids observée n’a pas d’incidence sur la
locomotion, ou sur I’activité exploratoire des rats traités au PTU. De plus, le test du plus maze
permettant d’étudier le comportement de type anxieux des animaux n’a pas révélé de
différence entre les différents groupes d’animaux. Nos résultats sont en accord avec ceux de
Redei et ses collaborateurs (2001) qui n’ont pas observé de différence d’activité dans le test
d’openfield entre des rats témoins et des rats traités au PTU 0.05% pendant 3 semaines. Une
hypothyroidie périnatale induite par un traitement PTU semble quant a elle s’accompagner

d’une hyperactivité (Negishi et coll., 2005).

3. L’hypothyroidie favorise la survenue de lésions caractéristiques de
la maladie d’Alzheimer
3.1. Atrophie cérébrale

L’atrophie cérébrale est une caractéristique macroscopique de la MA. On peut
observer chez les patients une diminution du volume total du cerveau accompagnée d’une

augmentation de 1’espace ventriculaire (Jack et coll., 2008). Des études d’IRM menées chez
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des patients atteints de la MA ont révélé un taux d’atrophie cérébral moyen de 1.5% par an,
alors qu’il n’est que de 0.5% chez les sujets agés de 65-75 ans. Ce taux d’atrophie, faible dans
les phases précoces de la MA, semble associé aux résultats du test MMSE, et donc dépendre
de la sévérité de la maladie (Evans et coll., 2010). L hippocampe, structure connue pour jouer
un role important dans les processus mnésiques, semble particulicrement vulnérable a cette
atrophie (Raji et coll., 2009 ; Frisoni et coll., 2010). La diminution du volume hippocampique
évolue également avec I’avancée de la MA ; cette progression anormale est considérée
comme un bon marqueur d’évolution de cette pathologie (Enzinger et coll., 2005 ; Gruber et
coll., 2008 ; Colliot et coll., 2008 ; Delatour et coll., 2010). Les travaux menées sur des
modeles murins de la MA font parfois apparaitre une atrophie précoce qui pourrait étre
associée au développement anormal du cerveau des souris transgéniques (revue dans Delatour
et coll., 2010); les modifications observées dans notre modele expérimental semblent se
rapprocher de celles observées dans 1’étiologie de la pathologie. En effet, dans ce travail, nous
avons mis en évidence une diminution du volume cérébral des rats de 6% a partir de 5
semaines de traitement PTU. Une modification comparable, mais non significative, a été
observée dans I’hippocampe. Des travaux d’imagerie semblables ont ét€ menés par Hasegawa
et coll. (2010) sur des animaux rendus hypothyroidiens par un traitement MMI depuis la
période de gestation (GD15) jusqu’au sevrage (PND21) ; les mesures de volumes ont été
réalisées chez ces animaux a 1’age de 7 a 8 mois. Une diminution de 15% du volume total et
de 12% du volume de I’hippocampe a été observée. Le MMI induisant une perte de poids
chez les animaux, ces volumes ont également été mesurés chez des animaux témoins de méme
poids corporel que les animaux traités: ils restent plus faible chez les animaux
hypothyroidiens ce qui témoigne que 1’effet du traitement sur le cerveau est indépendant de la
perte de poids des animaux. Ces auteurs ont également montré que les rapports volume
hippocampique sur volume total restent comparables entre le groupe de rats contrdles et le
groupe de rats hypothyroidiens ce qui laisse supposer que la diminution du volume total n’est
pas spécifiquement associée a la diminution du volume hippocampique. Peu de travaux
rapportent un effet du statut thyroidien sur le volume cérébral chez I’adulte. Une étude menée
chez I’homme a montré que la taille du cerveau correle positivement avec les niveaux de T3,
T4 et TSH sériques chez des patients hypo- et hyperthyroidiens (Oatridge et coll., 2002). Des
travaux récents, menés chez des patients hypothyroidiens non traités, font apparaitre, pour la
premiére fois, une diminution du volume de I’hippocampe droit (Cooke et coll., 2014).

Pour expliquer ces effets de I’hypothyroidie, certains travaux de la littérature font

référence aux roles des HT dans le SNC. Il est aujourd’hui admis que les hormones
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thyroidiennes sont essentielles a la maturation du cerveau. Le déficit en HT est critique
pendant la période de développement et conduit a 1’apparition de nombreuses anomalies telles
qu’une altération de la migration cellulaire, une maturation incompléte des neurones et des
cellules gliales, une réduction du volume et de la taille de certaines cellules, une réduction de
la densité des synapses et des déficits de myélinisation, une altération de la neurogenése
(Morreale de Escobar et coll., 2004 ; Calloni et coll., 2005 ; Morreale de Escobar et coll.,
2007 ; Bernal et coll, 2007 ; Préau et coll, 2014). L’intervention des HT dans le
fonctionnement du cerveau mature est moins bien documentée. Dans I’hippocampe, le déficit
en HT s’accompagne d’une réduction irréversible du nombre de cellules pyramidales dans la
région CA1 de I’hippocampe (revue dans Koromilas et coll., 2010). Les données de Cortés et
coll. (2012) montrent par ailleurs que I’hypothyroidie induite par un traitement PTU chez des
rats adultes, altére la composition des densités postsynaptiques et diminue la survie neuronale
et astrocytaire. L hypothyroidie chez I’adulte altére également la neurogenese dans le gyrus
dent¢ avec une diminution de 30% du nombre de cellules en prolifération (Montero-
Pedrazuela et coll., 2006 ; Zhang et coll., 2009 ; revue dans Remaud et coll., 2014). Les
Iésions cellulaires observées dans notre modele pourraient également jouer un réle dans les
modifications morphologiques décrites ci-dessus. En effet, des travaux récents menés sur des
souris transgéniques agées surexprimant le géne muté de la protéine ApoE-e4 ont mis en
¢évidence I’implication des dépdts amyloides dans ’atrophie cérébrale ; d’autres auteurs ont
montré une corrélation entre le taux de cytokine IL6 et le volume de 1’hippocampe ou entre le
taux de CRP et le volume de substance grise (Tanabe et coll., 1997 ; Marsland et coll., 2008 ;
Lindlau et coll., 2014).

3.2. Lésions cellulaires

La MA s’accompagne d’une augmentation du taux de peptides AP et d’une
hyperphosphorylation de certains sites de la protéine Tau. Ces modifications favorisent le
développement de plaques séniles et de dégénérescences neurofibrillaires (DNF), deux lésions

caractéristiques de la MA.

Les données obtenues dans ce travail montrent une augmentation du taux de peptides
AB-42, dans I’hippocampe des rats traités au PTU, qui est restaurée par 1’administration de
T3. Une premicre étude, menée sur des rats ayant recus le méme traitement, a montré que
cette augmentation est la conséquence d’une activation de la voie amyloidogénique

caractérisée par une augmentation de I’activité enzymatique des B- et y-sécrétases (Ghenimi et
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coll. 2010). Quelques travaux de la littérature rapportent que les HT régulent négativement
I’activité transcriptionnelle du géne codant pour ’APP : un TRE a été mis en évidence dans
son promoteur (Belandia et coll., 1998 ; O’Barr et coll., 2006 ; Contreras-Jurado et coll.,
2012). Dans ce travail, nous avons quantifié¢ I’expression du gene codant pour 1I’APP695,
isoforme neuronale prépondérante a partir de laquelle AP est préférentiellement généré via la
voie amyloidogénique (revue dans Nalivaeva et Turner, 2013): nous avons observé une
augmentation significative du taux d’expression de ce géne chez les rats ayant recu du PTU,
qui est restaurée par 1’administration de T3. Le profil d’expression du geéne codant pour
APP695 est I’inverse de celui des TR, ce qui renforce 1’idée d’une régulation négative de
I’expression de ce gene par le statut thyroidien. L’ensemble de ces données laisse donc
supposer que la diminution de I’expression des TR pourrait étre a 1’origine de 1’augmentation
du taux d’ARNm codant pour I’APP695 et par conséquence du taux de peptides AB-42.
L’administration de T3 normaliserait ainsi le taux de TRa, d’APP695 et d’AB-42. 1l faut
cependant noter qu’un ensemble de données de la littérature suggere également que le taux
d’AB-42 pourrait étre associé¢ au taux de marqueurs proinflammatoires (revue dans Layé,
2010). TNFa stimule I’expression des - et y-sécrétases et de ce fait la production d’Af
(Blasko et coll., 2000 ; Liao et coll., 2004) ; une injection d’I11p dans ’hémisphere cérébral
augmente le taux d’APP et la voie amyloidogénique (Sheng et coll., 1996).

L’augmentation du taux de peptides AB-42 identifiée dans I’hippocampe des rats
traités au PTU est associée a une hyperphosphorylation de certains sites de la protéine Tau.
Les protéines Tau ont été identifiées comme des facteurs favorisant I’assemblage des
microtubules et leur stabilisation. La phosphorylation anormale ou I’hyperphosphorylation de
ces protéines modifie 1’interaction Tau/microtubules et par conséquent la stabilit¢ du
cytosquelette (Sergeant et coll., 2008). En 1979, Fellous et ses collaborateurs ont mis en
¢évidence chez des rats le role des HT dans I’assemblage des microtubules, permettant ainsi la
croissance des neurones durant la phase de développement. Dans notre modele
d’hypothyroidie, I’hyperphosphorylation serait associée a une modification de I’expression de
p38-MAPK et de PP2B. Le rdle de p38-MAPK dans la phosphorylation de Tau a ét¢ montré
par plusieurs auteurs (Buee-Scherrer et Goedert, 2002). En revanche celui de PP2B est moins
décrit ; des travaux récents ont montré que le taux d’expression de la protéine PP2B semble
corrélé négativement avec la sévérité de la démence et en particulier avec I’évolution des
différents stades décrits par Braak ; I’expression ainsi que I’activit¢é de PP2B semblent
diminuées dans les cerveaux de patients atteints de la MA (Karch et coll., 2013).

L’hyperphosphorylation de Tau observée pourrait également €tre associée a 1’augmentation
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du taux de marqueurs pro-inflammatoires (Papassotiropoulos et coll., 2001 ; Li et coll, 2003 ;
Kitazawa et coll, 2005). L’activation de p38-MAPK a été mise en évidence dans des
conditions pro-inflammatoires (Chaves de Souza et coll., 2013). Quelques données de la
littérature évoquent un lien potentiel entre le taux de TRH, qui jouent un role central dans la
régulation de I’axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien, et I’hyperphosphorylation de la
protéine Tau. TRH est une hormone trés rapidement métabolisée (demi-vie de 4 a 5 minutes)
chez le rat comme chez I’homme; elle est inactivée par deux enzymes: la
prolylomogopeptidase (POP) et la pyroglutamyl aminopeptidase I (PAPI) (revue dans
Daimon et coll, 2013). En 2005, Rossner et ses collaborateurs ont montré dans 1’hippocampe
et I’hypothalamus de souris transgéniques Tg2576, modéle de MA, une augmentation de
’activité enzymatique de I’enzyme POP conduisant ainsi a une diminution du taux de TRH.
Ces données corroborent celles qui ont mis en évidence un faible taux de TRH dans
I’hippocampe de patients MA. Cette diminution favoriserait 1’activit¢ de GSK3f et en
conséquence la phosphorylation de Tau (Luo et coll, 2002 ; Luo et Stopa, 2004). Cette
hypothéese reste cependant discutable car quelques données rapportent qu’une faible quantité
de TRH serait localement produite dans 1’hippocampe et non associée a 1’activité¢ de I’axe

hypothaloma-hypophyso-thyroidien (Low ef coll., 1989).

Une autre 1ésion caractéristique de la MA a laquelle nous nous sommes intéressés est
I’inflammation. Il est effectivement clairement établi que la pathologie s’accompagne d’une
réponse inflammatoire caractérisée par une libération importante de cytokines comme 111§,
116 et TNFa. (Akiyama et coll., 2000 ; Heneka et Banion, 2007 ; Wyss-Coray et Rogers, 2012).
Un taux ¢élevé de protéine CRP, largement utilis¢é comme marqueur de réponse inflammatoire
dans les maladies chroniques, a également été observé dans le cerveau des patients atteints de
MA (Fuji et coll., 2008 ; Yasogima et coll., 2000). Des résultats comparables ont été obtenus
chez des rats ayant regu des injections intracérébrales de peptides AP ou dans des modeles de
souris transgéniques AP (Lin et coll., 2009, Bi et coll, 2012). Dans notre modele
expérimental, nous avons mis en évidence des taux élevés d’I11p, 116, TNFa et de CRP. Un
traitement par la T3 a permis de restaurer les niveaux d’expression des différents marqueurs
d’inflammation quantifiés. Le profil d’expression des indicateurs de la réponse inflammatoire
est par conséquent comparable chez les animaux qui ont recu du PTU, chez des modeles
murins de la MA et chez des patients Alzheimer. Le role protecteur des hormones
thyroidiennes sur I’inflammation a été décrit par bon nombre d’auteurs : les travaux de la

littérature rapportent notamment que [’hyperthyroidie et I’hypothyroidie s’accompagnent

147



respectivement d’une diminution ou d’une augmentation du taux de cytokines pro-
inflammatoires (revue dans De Vito et coll., 2011). Méme si les mécanismes d’action sont
encore peu connus, certains auteurs laissent supposer que T3 et T4 pourraient moduler le
systéme immunitaire par des actions génomiques (via TRP) et extragénomiques (Revue dans
Perrotta et coll., 2014). Lors d’une inflammation chronique, des changements d’expression et
d’activité¢ des désiodases telles qu’une augmentation de 1’activité de la désiodase D3, enzyme
qui inactive les HT, s’accompagneraient d’une diminution du taux de T3 sérique (Boelen et
coll., 2005 ; Boelen et coll., 2004 ; revue dans Huang and Bianco., 2008 ; Kwakkel et coll.,
2011 ; Revue dans Straub, 2014). Des données de la littérature rapportent que les patients
atteints d’hypothyroidie présentent un niveau important de CRP (Dizdarevic-Bostandic et
coll., 2013). Une corrélation négative a été rapportée entre les niveaux d’HT circulantes et les
concentrations sériques d’IL6 et CRP chez des enfants prématurés ne présentant aucune
pathologie thyroidienne (Dilli et Dilmen, 2012). La réversibilit¢ du taux des marqueurs
inflammatoires observée chez les rats hypothyroidiens injectés avec de la T3 montre
I’importance du statut thyroidien et renforce I’idée d’un role protecteur des HT vis-a-vis de
I’inflammation.

Dans notre modéle expérimental, I’inflammation pourrait également étre consécutive a
I’augmentation du taux de peptides AB-42 ou a I’hyperphosphorylation de Tau. En effet,
I’accumulation du peptide AP-42 dans I’hippocampe semble activer les microglies et
conduire a une augmentation du taux de cytokines pro-inflammatoires (revue dans Zhang et
coll., 2013) et Tau présenterait comme AP la capacité de générer une réponse inflammatoire
(Zilka et coll., 2012 ; Wes et coll., 2014). Par ailleurs, une forte corrélation entre 1’activation
microgliale et ’agrégation du peptide Ap-42 a été mise en évidence dans les phases précoces
de la maladie par Arends et coll. en 2000. Le lien entre 1’inflammation et AP est conforté par
les données qui suggeérent qu’une administration d’anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS) a des rats ayant recu des injections de peptides AB—42, dans le gyrus dentelé, restaure
les déficits de PLT ainsi que les déficits de mémoire de travail (Stephan et coll., 2003) induits
par les injections. Par ailleurs il a été montré que I’utilisation d’AINS stimulerait la voie non-
amyloidogénique, diminuerait le taux de P-sécrétase et réduirait la formation du peptide

(revue dans Meraz-Rioz et coll., 2013).
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4. Statut thyroidien et mémoire hippocampo-dépendante

Les lésions neuropathologiques associées a la MA se développent précocement dans
I’hippocampe (Braak et Braak, 1997). Les altérations de mémoire spatiale, qui apparaissent
trés tot et progressent avec I’évolution de la maladie, seraient la conséquence de la présence
de ces Iésions dans cette structure (Henderson et coll., 1989 ; Braak et braak, 1991 ; Amieva
et coll., 2005 ; Bird et Burgess, 2008). Le test de la piscine de Morris permet d’évaluer la
mémoire spatiale de référence (Morris et coll., 1982). Des altérations de performance dans ce
test ont été décrites dans de nombreux travaux réalisés sur des modéles de souris
transgéniques de la MA (PDAPP, APPxPSI, 3xTg) (Schindowski et coll., 2006 ; McKee et
coll., 2008 ; Blanchard et coll., 2009 ; Lee et Han, 2013). Ces souris présentent, pour la
plupart d’entre elles, une quantité importante de peptides AP sous forme agrégée ou soluble ;
d’autres 1ésions parfois coexistent tels que des DNF chez les souris 3xTg. Dans notre étude, la
mise en ceuvre du test de la piscine de Morris sur les rats hypothyroidiens n’a pas permis de
mettre en évidence des déficits d’apprentissage et/ou de mémoire spatiale. Ces résultats
peuvent étre rapprochés de ceux de Wilcoxon et ses collaborateurs (2007) qui n’ont pas
observé d’altération de performance dans ce test chez des souris males C57BL/6J de 6 mois,
traitées au PTU. Nous avons alors soumis les animaux au test du RAWM. L’utilisation de ce
test s’appuie sur les travaux de Diamond et coll. (1999) qui ont montré que 1’inactivation
sélective de I’hippocampe était suffisante pour altérer les performances des animaux dans ce
paradigme. En revanche, ces auteurs n’excluent pas I’implication d’autres structures dans
cette tache (Kesner et coll., 1996 ; Curtis, 2006 ; Ricciardi et coll., 2006). Nos résultats
montrent que les animaux hypothyroidiens présentent un retard d’apprentissage et des déficits
de mémoire a court et long terme. Aprés un apprentissage répété, les rats hypothyroidiens
parviennent a combler leur retard d’apprentissage, mais présentent toujours des déficits de
mémoire spatiale de travail a long terme. Ces résultats sont comparables a ceux observés chez
des rats thyroidectomisés évalués dans la méme tache comportementale (A/zoubi et coll.,
2009). Apres 8 jours de tests, ces auteurs montrent é¢galement un déficit de mémoire a court et
a long terme. La différence de performance des animaux dans ces deux tests (RAWM et
piscine de Morris) pourrait étre associée a I’emplacement de la plateforme qui change
quotidiennement dans le test du RAWM. Cette difficulté d’adaptation pourrait s’expliquer par
une altération de la flexibilité comportementale. Cette hypothése est confortée par les données
montrant qu’une hypothyroidie subclinique chez I’homme s’accompagne d’une altération de

la flexibilité cognitive évaluée dans le test du Wisconsin Card Sorting (WCST) (Fernandes et
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coll., 2011). Des difficultés dans des taches de flexibilité cognitives ont également été décrites
chez des patients atteints de la MA (Belleville et coll., 2008). Les travaux de Zhuo et ses
collaborateurs (2007) évoquent dans un modele murin de la MA des altérations de la
flexibilité sans atteinte de la mémoire spatiale de référence dans le labyrinthe aquatique de
Morris. Dans ce travail de these, les rats ont également été soumis a un test de mémoire
d’alternance spatiale dans un labyrinthe en Y : nos résultats font apparaitre une altération de la
mémoire d’alternance spatiale a court et a long terme. Ils confortent les données obtenues par
Artis et coll. (2011) qui montrent que 3 semaines de traitement PTU 0.05% s’accompagnent
de déficits a court et a long terme. Ces données sont cohérentes avec les résultats obtenus par
Correia et coll., 2009 sur des patients atteints d’hypothyroidie 1égeére ou sévere. L’ensemble
des résultats comportementaux obtenus dans ce travail de theése laisse supposer que le
traitement PTU altére certaines fonctions hippocampo-dépendantes.

Une partie du travail a permis de mettre en évidence que 1’administration de T3 peut
compenser les déficits d’apprentissage et de mémoire a court terme dans le RAWM, mais pas
de mémoire a long terme. Les travaux d’Alzhoubi et ses collaborateurs (2009) rapportent
qu’une administration de 20ug/kg/jour de T4 pendant 4 semaines avant le début du test du
RAWM permet de restaurer les déficits observés a court et a long terme chez les rats
thyroidectomisés. Pour expliquer cette différence, nous pouvons évoquer la durée du
traitement qui est beaucoup plus courte dans notre étude. Par ailleurs, nous avons injecté nos
rats traités au PTU avec de la T3 et non de la T4 pour pallier les effets du PTU sur la
conversion de T4 en T3 ; la demi-vie de T3 est beaucoup plus faible que celle de T4 ce qui
peut aussi participer a la non récupération de I’ensemble des performances. Dans le test du
labyrinthe en Y, les rats PTU traités par la T3 présentent des performances a court terme
comparables a celle des témoins. En revanche aucune amélioration n’a été observée sur la

mémoire a long terme.

Les modifications cellulaires responsables des troubles mnésiques observés chez les
rats hypothyroidiens sont probablement multifactorielles. Les voies de signalisation calcique
et ERK-MAPK sont connues pour jouer un role important dans les processus d’apprentissage
et de mémorisation. L’exploration de la voie de signalisation calcique dans ce travail repose
sur les données de la littérature qui montrent que le statut thyroidien module fortement le taux
de RC3, protéine cruciale de la voie calcique (Iniguez et coll, 1993 ; Piosik et coll, 1996 ;
Husson et coll, 2004). Comme nous 1’avons décrit dans la partie I de ce mémoire, sur le plan

moléculaire, RC3 contrdle la signalisation calcique en régulant la disponibilité de CaM (Diez-
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Guerra, 2010). RC3 phosphorylée par la protéine kinase C (PKC) potentialise le taux de Ca®"
intracellulaire, favorisant ainsi 1’efficacité synaptique (Cohen et coll., 1993). Cette protéine
renforcerait également I’efficacité de la transmission synaptique en favorisant la localisation
de la calmoduline (CaM) au niveau des épines dendritique a proximité de la CaMKII, kinase
qui joue un réle important dans la formation de la mémoire et I’induction de la PLT (Pasinelli
et coll., 1995 ; Otmakhov et coll., 1997 ; Zhong and Gerges, 2010 ; Lucchesi et coll., 2010).
Par ailleurs, le role de RC3 dans I’efficacité synaptique et dans les performances mnésiques a
été décrit par plusieurs auteurs (Fedorov et coll., 1995 ; Gerendasy et Sutcliffe, 1997 ; Chen et
coll., 1997 ; Pak et coll., 2000; Miyakawa et coll., 2001 ; Huang et coll., 2004). Nos résultats
font apparaitre une diminution de la forme totale et phosphorylée de RC3 associée a une
diminution de I’expression de CaM, p-CaMKII, CaMKIV et PP2B. L’administration de T3
restaure cette voie de signalisation. Concernant le taux d’expression de RC3, des données
comparables ont été¢ observées chez des souris soumises a un traitement PTU ou PTU/MMI
(Enderlin et coll., 2004 ; Vallortigara et coll., 2008 ; Vallortigara et coll., 2009). En 2005,
Alzhoubi et ses collaborateurs ont mis en évidence une diminution du taux de RC3, CaM, p-
CaMKII et PKCy dans la région CA1l de I’hippocampe de rats thyroidectomisés présentant
une altération de la PLT. Les déficits de PLT et les taux d’expressions sont restaurés par une
administration de 20 ug/kg/jour de T4 pendant 6 semaines. Ces mémes auteurs ont
ultérieurement mis en évidence des altérations de performances mnésiques dans le test du
RAWM (Alzhoubi et coll., 2009), ce qui conforte 1’idée d’une implication de cette voie de
signalisation dans les déficits de mémoire observés chez les rats traités au PTU.

Sachant que la voie calcique interfére avec celle d’ERK-MAPK et en nous appuyant
sur les travaux décrits dans le chapitre I qui montrent son implication dans les processus
mnésiques, nous avons également quantifié des indicateurs de cette derniére. L’interaction des
deux voies de signalisation a également été rapportée dans les travaux de Wu et ses
collaborateurs (2002) qui montrent un taux réduit de p-CREB chez des souris invalidées pour
RC3. Les résultats obtenus dans ce travail mettent en évidence une diminution du taux de p-
CREB, p-ERK et EGR1 qui est restaurée par 1’administration de T3. Un effet comparable du
traitement PTU sur les taux de p-CREB et p-ERK42 a été observé chez des rats présentant
une hypothyroidie périnatale (Dong et coll., 2009). Les travaux d’Alzhoubi et ses
collaborateurs (2009) ont montré que les rats thyroidectomisés qui présentent des déficits
dans le test du RAWM ont également des taux faibles de p-CREB, p-ERK42 concomitants de
celle de p-CaMKII et CaMKIV. L’administration de T4 chez ces animaux restaure

I’expression de ces indicateurs en plus des performances mnésiques. Les travaux récents de
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Zhang et coll. (2014) suggérent que les altérations irréversibles des processus d’apprentissage
et de mémoire liées a une hypothyroidie périnatale sont associées a une altération de la voie
ERK-MAPK caractérisée par une hypoactivation de p-ERK42, p-CREB et CaMKIV.
L’ensemble de ces données témoigne d’une interaction forte de ces voies de signalisation
probablement par les calmoduline-kinases II et IV. Si I’on confronte nos résultats aux données
de la littérature, nous pouvons émettre I’hypothése selon laquelle les modifications du statut
thyroidien altéreraient, via RC3, I’activité des voies de signalisation calcique puis ERK-
MAPK et en conséquence les performances mnésiques.

Les données de la littérature suggerent également que d’autres modifications
cellulaires observées chez les rats traités au PTU pourraient contribuer aux déficits mnésiques.
Des travaux rapportent une perte de synapses consécutive a I’augmentation du taux d’Ap-42
(Jacobsen et coll, 2006 ; Brouillette et coll, 2012 ; revue dans Pooler et coll., 2014). Une
corrélation négative a été mise en évidence entre les niveaux de peptides AB-42 au niveau de
I’hippocampe et les performances spatiales chez des souris APPxPS1 (Puolivili et coll.,
2002). D’autres auteurs ont montré une corrélation entre Tau soluble, agrégats de Tau,
altération des synapses et déficits cognitifs (Grober et coll, 1999 ; Papon et coll., 2013 ;
Pooler et coll., 2014). Des modifications post-traductionnelles de Tau seraient associées a des
altérations des capacités mnésiques (Le Freche et coll, 2012 ; Burnouf et coll, 2013). Enfin,
les travaux de Lin et coll. (2009) rapportent que des rats ayant re¢u des injections
intracérébrales de peptides AP présentent des taux importants de cytokines proinflammatoires
et des altérations de mémoire spatiale. Au laboratoire, Stephan et coll., (2001) ont montré que
I’injection de peptides AP dans le gyrus denté, s’accompagne d’une altération de la PLT
associ¢e a des déficits de mémoire de travail. Ces quelques exemples issus de la littérature
montrent la complexité de cette pathologie et la difficulté pour séquencer les événements. Des
travaux menés en 2010 par Fu et ses collaborateurs ont mis en évidence dans un modéle de
souris ayant recu des injections intra-hippocampique d’agrégats de peptides AP, que
I’administration de 2.4 mg/kg de T4 pendant 4 jours restaure les performances de mémoire
spatiale des animaux: ces auteurs font apparaitre une diminution de [’apoptose, une
augmentation de I’activit¢ d’enzymes antioxydantes, une augmentation du nombre de
neurones dans I’hippocampe. Ces travaux renforcent I’idée selon laquelle les hormones
thyroidiennes semblent jouer un role dans 1’étiologie de la MA mais évoquent d’autres

mécanismes d’action potentiels des HT que ceux étudiés dans ce travail.
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Conclusions et perspectives

Une partie des travaux actuellement menés sur la MA utilise des mod¢les animaux qui
integrent des facteurs de risque de la pathologie ; ces modeles devraient contribuer au
développement d’approches préventives visant a retarder voire réduire 1’évolution de la
maladie. Dans ce contexte, mon travail de thése avait pour objectif de préciser les effets d’une
hypothyroidie sur I’apparition de certaines 1ésions observées dans la pathologie, ainsi que sur
les troubles mnésiques. L ensemble des données obtenues, montre que 1’hypothyroidie génére
dans I’hippocampe une augmentation du taux de peptides AB-42, une hyperphosphorylation
de Tau et une forte libération de molécules proinflammatoires. Ces altérations
s’accompagnent d’une réduction du volume cérébral et de déficits mnésiques.
L’hypothyroidie cellulaire observée au niveau de I’hippocampe est normalisée par une
administration de T3. La restauration de la plupart des modifications cellulaires et
fonctionnelles observée aprées I'injection de T3 renforce 1’hypothése d’un lien potentiel entre
I’hypothyroidie et les Iésions de la MA ; ces résultats supposent par ailleurs qu’une
hypothyroidie ainsi induite s’accompagne de Iésions cellulaires et fonctionnelles

probablement trés précoces, qui peuvent encore étre, pour la plupart restaurées.

L’approche pluridisciplinaire utilisée dans ce travail a permis une bonne description de
notre modele avec des indicateurs permettant des analyses allant du géne au comportement.
Ce travail montre, pour la premicre fois, plusieurs modifications de la MA sur un méme
modele expérimental d’hypothyroidie ce qui renforce considérablement 1’idée selon laquelle
I’hypothyroidie cellulaire semble étre un autre facteur de risque ; en revanche, cette étude ne
permet pas aujourd’hui de comprendre comment et par quels mécanismes ce

dysfonctionnement hormonal influence 1’apparition de chacune des Iésions.

Le controle de I’expression de RC3 par les HT est largement décrit dans la littérature.
Quelques données font également état d’une altération de I’expression de RC3 dans la MA :
en 1997, Chang et ses collaborateurs ont révélé une altération de la translocation des ARNm
de RC3 chez des patients Alzheimer. Une diminution de I’expression de RC3 a été rapportée
dans les cerveaux de patients atteints de la MA a des stades précoces ou tardifs (Reddy et
coll., 2005) ainsi que dans I’hippocampe de souris transgéniques modeles de la MA (Georges
et coll., 2010). Une diminution de I’expression de CaMKII a également ét¢ identifiée dans

I’hippocampe de patients atteints de MA, diminution qui semble proportionnelle aux scores

153




d’évaluation cognitive (Reese et coll., 2011). Enfin, Thorsell et ses collaborateurs (2010) ont
montré, chez des patients Alzheimer, une augmentation du taux de RC3 associée a une
hyperphosphorylation de Tau dans le liquide céphalo-rachidien (LCR). Ces auteurs
considerent le taux de RC3 comme un marqueur de dégénérescence synaptique associé a la
MA. Nos résultats laissent supposer que la diminution de 1’expression de RC3 décrite dans le
cerveau de patients Alzheimer pourrait étre associée a un ensemble de modifications
cellulaires de la MA incluant I’augmentation du peptide AB-42, une hyperphosphorylation de
Tau et une forte libération de molécules proinflammatoires. Le taux de RC3 dans le LCR
pourrait alors étre considéré comme un biomarqueur beaucoup plus large que celui décrit dans
les travaux de Thorsell et coll (2010). Un autre biomarqueur de dysfonctionnement thyroidien
cellulaire décrit dans la littérature est le taux de TR dans les cellules mononuclées du sang :
une hypoexpression de TRa et TR a été observée dans les cellules mononuclées de patients
hypothyroidiens (Féart et coll., 2005). La pertinence du choix de ces deux biomarqueurs
d’hypothyroidie pourrait étre démontrée par un dosage de ces derniers chez les rats de notre
modele expérimental. Ces données de la littérature montrent 1’intérét de poursuivre les

investigations dans ce domaine de recherche sur cette pathologie.

Par ailleurs, un ensemble de travaux met en ¢évidence des liens entre des
dysfonctionnements thyroidiens et certains facteurs de risque avérés de la MA comme
I’obésité ou le diabete. Un régime cafétéria, pouvant induire une obésité, s’accompagne d’une
hypoexpression de RC3 (Buaud et coll., 2010). 1l existerait également un lien entre 1’axe
hypothalamo-hypophyso-thyroidien et la dérégulation de la voie de la leptine observée chez
des patients obeses (Decherf et coll., 2010 ; Hildreth et coll., 2012). L’hypothyroidie semble
¢galement étre a ’origine d’une insulino-résistance entrainant des altérations du métabolisme
glucidique et lipidique (Dimitriadis et coll., 1997 ; revue dans Wang, 2013). Un
dysfonctionnement thyroidien a été identifi¢ chez des patients diabétiques (Kadiyala et coll.,
2010). Des altérations similaires ont été observées chez des patients Alzheimer présentant une
insulino-résistance (revue dans De Felice et coll., 2014). 1l apparait ici que 1’effet de
I’hypothyroidie observé dans notre étude pourrait trés bien étre associé a une dérégulation de
certaines voies métaboliques. Dans ce contexte, une étude (i) des marqueurs d’hypothyroidie
dans des modéeles animaux intégrant un facteur de risque, tel que I’obésité ou le diabéte, ou
(i) de marqueurs métaboliques chez les rats traités au PTU, pourrait permettre d’ouvrir un
domaine d’investigation intéressant qui viserait a mieux comprendre les mécanismes

d’actions des HT dans la MA et ’interaction entre les facteurs de risques. Sachant que la
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prévalence de I’hypothyroidie augmente avec 1’age, facteur de risque principal de la MA, la
perspective de développer un modele animal associant vieillissement et hypothyroidie
(modele de vieillissement dans lequel on accentue 1’hypoactivité de la T3) semble aujourd’hui

étre également une voie de recherche intéressante.

Pour poursuivre ce travail de thése, nous pouvons envisager également d’approfondir
I’exploration menée chez les rats hypothyroidiens. Nos travaux se sont focalisés sur
I’hippocampe. Lorsque 1’on confronte nos résultats a ceux de la littérature, il parait intéressant
d’étendre notre étude a d’autres régions et notamment au cortex préfrontal connu pour jouer
un rdle important dans la mémoire a long terme (Euston et coll., 2014), mais ¢galement dans
les processus de flexibilité cognitive (Peters et coll., 2013). Par ailleurs, les travaux de Davis
et coll. (2008) ont montré une diminution significative du taux de T3 dans le cortex préfrontal
de patients Alzheimer. La MA se caractérise ¢galement par une mort neuronale et une perte
synaptique importante (Scheff et coll., 2006). Nous pouvons envisager d’élargir nos analyses a
des marqueurs de densité synaptiques comme la synaptophysine ou encore de mettre en ceuvre
des mesures de potentialisation a long terme. Afin de comprendre 1’origine des cytokines
proinflammatoires, des marqueurs d’activation microgliale ou astrocytaire comme IbA1l ou

GFAP pourraient étre quantifiés.

La MA se caractérise par la présence de deux lésions caractéristiques : les plaques
amyloides et les dégénérescences neurofibrillaires. Ces deux types de 1ésions sont associés a
une augmentation respectivement du taux de peptide B-amyloide et du taux de protéine Tau
hyperphosphorylée. Nos résultats ont permis de mettre en évidence une augmentation du taux
de ces peptides. Un autre champ d’investigation serait d’étudier 1’expression de TR et/ou RC3
chez les souris transgéniques modeles de la MA, développant plusieurs 1ésions spécifiques ou
associées de la pathologie. Une étude menée sur des souris transgéniques exprimant le peptide
AP humain mais ne développant pas de plaques semble également intéressante afin d’évaluer

I’effet de I’hypothyroidie sur I’agrégation d’ A et/ou la mise en place de DNF.

Toutes ces investigations permettraient une meilleure compréhension du lien entre
I’hypothyroidie et la MA. Comme nous I’avons évoqué dans la premicre partie de ce
manuscrit, ’hypothyroidie est actuellement considérée comme un facteur d’exclusion du
diagnostic de la MA (McKhan et coll., 2011) : nos résultats laissent supposer la nécessité de

reconsidérer ce diagnostic. Par ailleurs, il est clairement établi que la production, le
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métabolisme et 1’action des HT sont altérés au cours du vieillissement, et conduisent a une
augmentation de la prévalence de 1’hypothyroidie subclinique chez les personnes agées
(Aggarwal et Razvi, 2013). Nos résultats suggeérent qu’une prévention axée sur une
supplémentation en HT permettrait de prévenir 1’apparition de certaines modifications
cellulaires et fonctionnelles associés a la MA. Les résultats intéressants de Fu et coll., (2010)
ont mis en évidence, chez des souris injectées par des agrégats d’AP dans I’hippocampe, un
effet bénéfique d’un traitement par la T4 sur les performances spatiales ; ce traitement
diminuerait dans ce modele murin de la MA le processus d’apoptose. Par ailleurs, en 2014, Fu
et coll. ont également montré un effet bénéfique d’un traitement par la T4 sur les
performances spatiales de souris CD-1 agées de 24 mois, suggérant qu’une supplémentation a
de faibles doses de T4 au cours du vieillissement pourrait étre une stratégie de prévention

potentielle.
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Liste des abréviations

AP : B-amyloide

ADAM : A Disintegrin And Metalloproteinase
ADL : Activity of Daily Living

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

AICD : APP Intracellular Domain

ANOVA : Analysis of variance

Aph-1 : Anterior pharynx-defective phenotype 1
APP : Amyloid Precursor Protein

APLP : Amyloid Precursor-Like Protein

ApoE : Apolipoprotéine E

ARN : Acide RiboNucléique

ATS : Antihyroidien de synthése

AVC : Accident Vasculaire Cérébral

AVQ : Activité de la Vie Quotidienne

BACE : B-site APP Cleaving Enzyme

BSA : Bovine Serum Albumin

CA1: Corne d’Ammon 1

CaM : Calmoduline

CaN : Calcineurine

CaMKII : Calcium/calmodulin-dependent protein
kinase II

CaMKIYV : Ca2'/calmodulin-dependent protein
kinase IV

CDKS : Cyclin-Dependent Kinase 5

Cq : Quantification cycle

CREB : cAMP Response Element Binding protein
CRP : Protéine C réactive

D1 : Désiodases de type 1

D2 : Désiodases de type 2

DAD : Disability Assessment for Dementia
DIT : Diiodothyrosine

DNF : Dégénérecences Neurofibrillaires

DO : Densité optique

DSM : Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorder

EGR1: Early Growth Response protein 1

ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase
GAP43 : neuromoduline

GDP : Guanodine diphosphate

Grb-2 : Growth factor receptor bound protein 2
GSK3p : Glycogen synthase kinase 33

GTP : Guanodine triphosphate

HAS : Haute Autorité de Santé

HRE : Hormone Response Element

HRP : Peroxydase de raifort

HT : Hormones thyroidiennes

IADL : Instrumental Activities of Daily Living
IDE : Insulin Degrading Enzyme

IL : Interleukine

IMC : Indice de Masse Corporelle

IRM : Imagerie par Résonance Magnétique
JNK : Jun kinases

Lat : Transporteurs d’acides aminés de type L
LCR : Liquide Céphalo-rachidien

MA : Maladie d’Alzheimer

MAP : Microtubule-Associated Proteins
MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase
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MAP2K : Mitogen-Activated Protein Kinase
Kinase

MAP3K : Mitogen-Activated Protein Kinase
Kinase Kinase

MCI : Mild Cognitive Impairment

MCT : Transporteurs de monocarboxylate
MIT : Monoiodothyrosine

MMI : Méthimazole

MMSE : Mini-mental State Examination
MSK : Mitogen and Stress activated Kinase
NMDA : N-méthyl-D-aspartate

NPI : NeuroPsychiatric Inventory

OATP : Transporteurs d’anions organiques
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PAPI : Pyroglutamyl aminopeptidase I

PCR : Polymérase chain reaction

Pen-2 : Presenilin enhancer 2

PFA : Paraformaldéhyde

PI3K : Phosphatidylinositol-3 kinase

PHF : Paired Helical Filament

PPIB : Peptidylprolyl isomerase B

PKA : Protéine Kinase A

PKC : Protéine Kinase C

PLT : Potentialisation a Long Terme

POP : Prolylomogopeptidase

PP: Protéine Phosphatase

PS : Préséniline

PSD-95 : Postsynaptic density protein 95
PTU : Propylthiouracile

RAWM : Radial Arm Water Maze

RC3 : Neurogranine

RCPG : Récepteurs Couplés aux Protéines G
REAL.FR : Recherche sur la maladie d’ Alzheimer
en France

RSK : Ribosomal S6 Kinase

RT : Rétro-transcription

RTK : Récepteurs Tyrosine/Kinases

SIDA : Syndrome d’Immunodéficience Acquise
SNC : Systéme Nerveux Central

SPCD : Symptdmes Psychologiques et
Comportementaux des Démences

T3 : Triiodothyronine

T4 : Thyroxine

TACE : Tumor necrosis o converting enzyme
TBG : Thyroxine-Binding Globulin

Tg : Thyroglobuline

TLR : Toll Receptor

TMB : Tétraméthylbenzidine

TNF : Tumor Necrosis Factor

TPO : Thyropéroxydase

TR : Récepteur nucléaire a la triiodothyronine
TRE : Thyroid Hormone Response Element
TRH : Thyroid Releasing Hormone

TSH : Thyroid Stimulating Hormone

TSHR : Thyroid Stimulating Hormone Receptor
TTR : Transthyrétine

VIH : Virus de ’Immunodéficience Humaine
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Résumé

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie multifactorielle et & ce jour aucune cause des
formes sporadiques de la maladie, qui représente plus de 99% des cas, n’a été mise en évidence. Des
données émergentes de la littérature suggerent I’existence d’un lien entre les dysfonctionnements
thyroidiens et la MA. Dans ce contexte, I’objectif de cette étude était de préciser I’implication de
I’hypothyroidie dans les processus neuropathologiques de la MA. En utilisant un modéle de rats
rendus hypothyroidiens par un traitement au propylthiouracile (PTU), nous avons montré que
I’hypothyroidie favorise la mise en place de lésions caractéristiques de la MA dans I’hippocampe,
structure du cerveau précocement altérée dans la maladie et qui joue un rodle crucial dans les processus
de mémoire. Une étude d’IRM in vivo a révélé une diminution progressive du volume cérébral des rats
hypothyroidiens. Dans I’hippocampe, 1’hypothyroidie s’accompagne d’une augmentation de Ia
production de peptides amyloides, d’une hyperphosphorylation de la protéine Tau et d’une
augmentation de la libération de plusieurs cytokines pro-inflammatoires. Ces 1ésions, caractéristiques
de la MA, sont associées a des troubles de la mémoire spatiale a court et long terme et a une altération
de deux voies de signalisation connues pour jouer un role important dans les processus de plasticité
synaptique et de mémoire : la voie calcique et la voie ERK-MAPK. Afin d’évaluer le potentiel de
restauration de ces lésions, une partie des rats hypothyroidiens a recu des injections intra-péritonéales
de triiodothyronine (T3), forme active des hormones thyroidiennes. Nos résultats montrent que
I’administration de T3 permet de restaurer les déficits de mémoire spatiale a court terme, mais pas a
long terme. En outre, ce méme traitement permet de restaurer les niveaux de cytokines pro-
inflammatoires, de peptides amyloides ainsi que les voies « calcique » et « ERK-MAPK ». Ces
données renforcent 1’existence d’un lien entre 1’hypothyroidie et la MA : elles suggerent que
I’hypothyroidie pourrait représenter un facteur important pouvant impacter le risque de développer des
formes sporadiques de la MA. Elles permettent aussi de proposer un modele physiopathologique
pertinent pour I’exploration d’approches préventives.

Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is a multifactorial disease and to date no single cause for the
sporadic forms, which accounts for over 99% of the cases, has been established. Converging evidence
suggests a possible link between thyroid dysfunctions and AD. The aim of the present study was to
explore the possibility that adult hypothyroidism represents an etiopathogenic mechanism of AD. In
this context, using a hypothyroid rat model induced by propylthiouracil (PTU) treatment, we report
that hypothyroidism is associated with several AD-associated hallmarks in the hippocampus, a brain
structure affected in early stages of AD and which plays a crucial role in memory processes. In vivo
MRI revealed a progressive decrease in cerebral volume of hypothyroid-rats. In the hippocampus,
hypothyroidism resulted in Tau hyperphosphorylation, increased levels of amyloid peptide and of
several pro-inflammatory cytokines. These AD-related pathological hallmarks were associated with
impaired short- and long-term spatial memory and alteration of hippocampal signalling pathways
important for synaptic plasticity and memory, including calcium and ERK-MAPK pathways. To test
the potential reversion of PTU-induced lesions, we injected hypothyroid rats with triiodothyronine
(T3), the active form of thyroid hormone. Our results show that intraperitoneal injections of T3
restored spatial short-term, but not long-term memory in hypothyroid-treated rat. Furthermore, levels
of pro-inflammatory cytokines, amyloid peptide and of proteins involved in calcium and ERK-MAPK
signalling were restored. These data strengthen the link between hypothyroidism and AD, supporting
the idea that hypothyroidism may represent an important factor impacting the risk for developing
sporadic forms of AD. They also present a physiopathological model pertinent for the future
exploration of preventive approaches.
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