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Evaluation de Putilisation du PIF (Preimplantation factor) comme traitement prénatal dans un
modeéle murin du syndrome de Down.

Le syndrome de Down (SD) est une maladie génétique caractérisée par un chromosome 21
supplémentaire. Les symptomes et les manifestations cliniques sont nombreux et incluent notamment
des anomalies congénitales cardiaques et digestives, une susceptibilité au développement de maladies
métaboliques et neurodégénératives et une augmentation de la prévalence du syndrome des apnées
obstructives du sommeil (SAOS). La déficience intellectuelle (DI) est 'une des caractéristiques
majeures du SD. Les anomalies cérébrales entrainent des troubles de I'apprentissage et de la mémoire
et des retards moteurs et d’acquisition du langage. Des études ont montré une diminution de la
neurogénese, une augmentation de l'apoptose des neurones et de l'astrogliogéneése ainsi qu’une
neuroinflammation chronique. Jusqu’a présent, il n’existe pas de traitement prénatal ciblant la DI dans
le SD. Le PIF (Preimplantation factor) est un peptide sécrété par 'embryon, découvert dans le plasma
des femmes enceintes. Il est impligué dans I'implantation de I'embryon dans I'endomeétre, le
développement de celui-ci et dans I'adaptation du systeme immunitaire maternel durant la grossesse.
L'administration sous-cutanée de sa forme synthétique a montré des effets neuroprotecteurs et anti-
inflammatoires dans un modéle de dommages au cerveau chez le rongeur nouveau-né en ciblant
directement les neurones et la microglie. Nous avons évalué I'administration du PIF dans un modele
murin du SD, les souris Dp(16)1Yey. Ce modeéle porte une duplication de la région orthologue du
chromosome 21 humain située sur la région du chromosome 16 murin. Ce modele présente des
caractéristiques du SD tels que des anomalies cardiaques et digestives et des déficits de mémoire a
court et a long terme. Les effets de I'administration du PIF durant la gestation et jusqu’au sevrage ont
été étudiés au stade juvénile par des analyses moléculaires et histologiques et des tests
comportementaux. Le phénotypage cardiorespiratoire a la naissance a été réalisé grace a I'utilisation
d’une technologie non invasive pour évaluer la sécurité de I'utilisation de ce traitement prénatal. Enfin,
pour vérifier l'efficacité de I'administration périnatale du PIF au stade adulte, la mémoire
hippocampique-dépendante de ces souris a été testé a I'dge de 3 mois. Nos résultats montrent que les
souriceaux Dp(16)1Yey présentent des déficits comportementaux associés a une tendance a la
diminution de la neurogéneése, une activation et une diminution du nombre de cellules microgliales, et
une dérégulation de genes impliqués dans la neuroinflammation et la régulation du cycle cellulaire.
Les données obtenues de ventilation et du rythme cardiaque chez les souriceaux nouveau-nés ne
montrent aucun effet délétére du traitement, démontrant sa sécurité. L'utilisation de cette
technologie nous a également permis de pouvoir montrer une augmentation de la durée des apnées
obstructives dans ce modeéle. Le PIF permet de restaurer la neurogénése postnatale hippocampique et
montre des effets bénéfiques sur des marqueurs astrocytaires et microgliaux ainsi que sur DYRK1A
(Dual Specificity Tyrosine Phosphorylation Regulated Kinase 1A), une protéine dont le géne est
surexprimé et contribue au phénotype cognitif dans le SD. En accord avec les effets obtenus sur la
neurogénese, la mémoire de travail évaluée par le test du labyrinthe en Y est améliorée chez les souris
adultes Dp(16)1Yey ayant recu le traitement périnatal. Ces résultats renforcent I'utilisation du modeéle
Dp(16)1Yey pour étudier les caractéristiques du SD chez ces patients. La caractérisation des apnées
chez les souriceaux pourrait participer a établir ce modéle comme pertinent pour étudier le SAOS.
Compte tenu des effets du PIF comme traitement périnatal, il pourrait représenter un candidat
médicament pour les déficits cognitifs chez les patients atteints du SD ainsi qu’une alternative pour les
parents dont un diagnostic prénatal du SD a été établi et souhaitant poursuivre la grossesse.

Mots-clés : syndrome de Down, preimplantation factor, neurogénése, neuroinflammation, traitement
périnatal, mémoire de travail, syndrome d’apnées du sommeil
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Evaluation of PIF (Preimplantation factor) as a prenatal treatment in a Down Syndrome mouse
model.

Down syndrome (DS) is a genetic disease characterized by a supernumerary chromosome 21.
Symptoms and clinical manifestations are multiple such as cardiac and digestive malformations,
increased susceptibility to metabolic and neurodegenerative diseases and a highly prevalence of
obstructive sleep apnea (OSA). Intellectual deficiency (ID) is one of the most prominent features of DS.
Central nervous system defects lead to learning disabilities, motor and language delays, and memory
impairments. Previous studies showed a decrease in neurogenesis and proliferation, an increase of
neuron apoptosis and astrogliogenesis, deregulations related to chronic neuroinflammation. So far,
there is no prenatal treatment that is targeting the ID in DS. The preimplantation factor (PIF) is a
peptide secreted by the embryos, first identified in the serum of pregnant women. The peptide is
involved in the implantation in the endometrium, embryo development and maternal immune
regulation during pregnancy. Based on the subcutaneous administration of his synthetic form,
neuroprotective effects with anti-inflammatory properties in a newborn model of severe brain damage
by directly targeting neurons and microglia have been identified.

We therefore evaluated the administration of the PIF in a DS mouse model. For this, we chose the
Dp(16)1Yey mice model carrying a duplication of the orthologous region of the human chromosome
21 (HSA21) located on the murine chromosome 16. Why, because this model presents features of the
DS such as cardiac and gastrointestinal abnormalities and impaired short- and long-term memories.
The effect of PIF administration during the gestation until weaning on mice brain was evaluated at
juvenile stage by molecular and histological analysis and behavioral tests. To investigate the safety of
this prenatal treatment, cardiorespiratory phenotyping at birth was performed by using a non-invasive
technology. To test the efficiency of these perinatal treatment at adult stage, hippocampal dependent
memory was evaluated at the age of 3 months.

Compared to wild-type pups, our results show in Dp(16)1Yey pups significant behavioral abnormalities
associated with a tendency to impaired neurogenesis, activation and reduced microglia number,
dysregulated genes expression linked to neuroinflammation and cell cycle regulation. Studies of the
ventilation and heart rate on newborns pups revealed no adverse effects, demonstrating the safety of
the treatment. The use of this technology allows us to characterize an increase in obstructive apneas
in this model. PIF restores early postnatal hippocampal neurogenesis and show beneficial effects on
microglia and astrocytes markers as well on the Dual Specificity Tyrosine Phosphorylation Regulated
Kinase 1A (DYRK1A) which is overexpressed and contributes to some specific cognitive defects in DS.
Commensurate with beneficial effects on neurogenesis, working memory evaluating by Y-Maze is
improved in adult Dp(16)1Yey mice after receiving the perinatal treatment.

Taken together, our results reinforce the legitimacy of this DS model to represent features of DS
patients. Our findings on apneas characterization in the Dp(16)1Yey pups could contribute to establish
these mice as a relevant model for studying obstructive sleep apneas. Considering the effect of PIF as
a perinatal treatment, it could represent a drug candidate for cognitive deficits in DS patients and an
alternative for parents to decide the fate of the pregnancy of a fetus with a DS.

Key-words: Down syndrome, preimplantation factor, neurogenesis, neuroinflammation, perinatal
treatment, working memory, obstructive sleep apneas
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NFkB : Nuclear factor-kappa B
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NMDA : N-methyl-D-aspartate
OLIG2 : Oligodendrocyte lineage transcription factor 2
PIF : Facteur préimplantatoire / preimplantation factor
PLT : Potentialisation a long terme
Ql : Quotient Intellectuel
VAS : Voies aériennes supérieures

RCAN1 : Regulator of calcineurin 1
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S100p : S100 calcium-binding protein B

SAOS : Syndrome d’apnées obstructives du sommeil
SD : Syndrome de Down

Shh : Sonic hedgehog

SOD1 : Superoxide dismutase 1

sPIF (ou *PIF) : forme synthétique de PIF

TSA : Troubles du spectre autistique

USV :vocalisations ultrasoniques

ZSV : Zone sous-ventriculaire
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Chapitre 1 : Le syndrome de Down

Historique

En 1838, Jean-Etienne Esquirol, médecin francais, décrit des signes physiques de personnes
atteintes de la trisomie 21 dans son traité « Des maladies mentales considérées sous le rapport
médical, hygiénique et médico-légal »(Esquirol, 1838). Edouard Seguin, autre médecin
francais, décrit en 1846 un syndrome qu’il nomme idiotie furfuracée, puis 20 ans plus tard, le
médecin britannique John Langdon Haydon Down regroupe ces caractéristiques sous le nom

d’idiotie mongolienne dans son article « Observations on the Ethnic Classification of Idiots ».

L'origine génétique de la trisomie 21 n’est découverte qu’en 1958 suite a I'avenement de la
génétique. Jérdme Lejeune, Marthe Gautier et Raymond Turpin mettent en évidence
I’existence d’un chromosome 21 surnumeéraire sur des caryotypes de patients atteints de cette
maladie (Figure 1), qu’ils nomment trisomie 21 pour tri « trois » et some « chromosome »
(Lejeune et al., 1959). C'est la premiére pathologie connue qui a été reliée a une origine

chromosomique.
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Figure 1 : Caryotype d’une patiente porteuse de trisomie 21.
D’apres (Antonarakis et al., 2004)
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Le terme « syndrome de Down » est ensuite définit par I'Organisation Mondiale de la Santé

en 1965.

Prévalence et diagnostic de la trisomie 21

Prévalence

Le syndrome de Down (SD) concerne en moyenne 1 naissance sur 800 (Sherman et al., 2007).
Néanmoins, elle varie selon les politiques de dépistage et d’interruption médicale de
grossesse, de contexte religieux et sociétal mais également en fonction de I’dge de la mere.
En effet, passé 35 ans, la probabilité de donner naissance a un enfant porteur de trisomie 21

augmente drastiquement.

Diagnostic prénatal

En France, le diagnostic prénatal se base sur|’estimation d’un risque de trisomie 21 foetale qui
est calculé a l'aide de I’age maternel, de la mesure de la clarté nucale par échographie et du
dosage des marqueurs sériques PAPP-A (pregnancy associated plasma protein A) et RB-HCG
(chorionic gonadotropin B). Ces trois criteres permettent de « chiffrer » un risque et de
proposer des examens complémentaires en cas de suspicion de trisomie 21. Le test ADN LC
T21 (ADN libre circulant de la trisomie 21) permet d’analyser I’ADN fcetal libre dans la
circulation maternelle et d’évaluer la « quantité » de chromosome 21. En cas de

surreprésentation, une trisomie 21 est fortement probable.

En cas de confirmation du diagnostic par la réalisation d’un caryotype foetal, les parents sont
informés de la possibilité d’interruption médicale de grossesse et orienter vers une

consultation avec un médecin généticien.

Mécanismes génétiques a l'origine de la trisomie 21

La trisomie 21, qui correspond a un chromosome 21 entier supplémentaire, ou a un fragment
de celui-ci, est dite respectivement complete ou partielle. Les mécanismes conduisant a
I'apparition de cette aneuploidie peuvent avoir lieu a différents niveaux, pendant la méiose
lors de la formation des gamétes, ou durant la mitose durant la formation du zygote apres la

fécondation (Antonarakis, 1991; Hassold and Hunt, 2001).
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Durant la méiose, les erreurs de non-disjonction peuvent intervenir lors de la premiére ou de
la deuxieme division méiotique et conduisent a la formation d’'un gamete avec deux

chromosomes 21 (Figure 2).
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Figure 2 : Mécanismes possibles de la formation d’aneuploidies lors de la méiose.
Auteur du schéma : Pascal Combemorel - Licence : CC-BY-SA

Lors de la méiose |, la mauvaise répartition des chromosomes homologues sur la plaque
équatoriale peut conduire a la formation d’une cellule contenant les deux chromosomes
homologues tandis qu’une absence de disjonction des chromatides sceurs produit un gamete
avec les deux chromatides. En outre, une séparation prématurée des chromatides sceurs lors
de la premiere division méiotique est également un phénomene possible de formation d’un

gamete disomique.

Il a été montré que ces erreurs de disjonction sont souvent associées a une diminution de la
recombinaison génétique et a la position des chiasmas sur le chromosome 21 (Warren et al.,
1987). En effet, la formation des chiasmas participe au brassage génétique mais assure
également la bonne cohésion des chromatides sceurs et la bonne orientation des bivalents

(Lamb et al., 1997).
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La trisomie 21 peut également avoir pour origine une non-disjonction chromosomique lors de
la formation du zygote aprés la fécondation. Selon le stade au cours duquel se produit|’erreur,

la trisomie 21 pourra étre de différentes formes, c’est-a-dire homogene ou en mosaique.

La trisomie « libre, complete et homogene »

Elle est dite « homogéne » si le chromosome supplémentaire est présent dans toutes les
cellules et «libre » car le chromosome 21 supplémentaire n’est pas attaché a un autre
chromosome. Cette forme concerne 95% des patients. Ces erreurs sont le plus souvent
d’origine maternelle (87%) et interviennent en méiose | (majoritaire a 75% en cas de
transmission via la mére) ou en méiose Il mais peuvent également avoir lieu durant la

premiere division mitotique aprés la formation du zygote.

La trisomie en mosaique

La trisomie est dite « en mosaique » lorsque le chromosome supplémentaire ne concerne pas
toutes les cellules ; certaines cellules sont euploides et d’autres aneuploides. Il s’agit d’une
erreur de non-disjonction apres la fécondation, durant la mitose, a partir du stade 2 cellules.
Cette forme est rare et concerne environ 2% des patients. Les manifestations cliniques vont

alors dépendre du type de cellules concernées par I'laneuploidie.

La translocation robertsonienne

Un fragment de chromosome 21 supplémentaire peut se trouver transmis lorsqu’il se retrouve
attaché a un autre chromosome, il s’agit de la translocation robertsonienne. Cette forme
concerne environ 2% des patients et le mode de transmission peut étre hérité d’'un parent
(25%), ou de novo (75%), c’est-a-dire produit lors de la méiose |, le plus souvent la méiose
maternelle. La plus courante est la translocation d’'un chromosome 21 surle 14 (14 ;21) (Figure

3).
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Figure 3 : Translocation robertsonienne sur le chromosome 14 avec trisomie 21.
Les fleches indiquent les chromosomes 14 dont celui portant la translocation 14 ;21
Source : https://trisomie21-france.org

Facteurs de risque de la trisomie 21

L’age maternel

Un facteur de risque établi de transmission d’un chromosome 21 supplémentaire est I'dge
maternel. De nombreuses études se sont concentrées sur la mere du fait de la transmission
maternelle majoritaire. En effet, vers I’age de 35 ans, le risque d’avoir un foetus porteur de
trisomie 21 augmente de facon drastique (Figure 4) et est tres lié aux erreurs de non-
disjonction chromosomique ou de mauvaise ségrégation chromosomique (Antonarakis,

1991). La majorité de ces erreurs interviennent en méiose | (Antonarakis et al., 1992).
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Figure 4 : Incidence de la trisomie 13, 18 et 21 en fonction de I’dge maternel
D’apres (Loane et al., 2013)
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Le blocage des ovocytes en prophase | de la méiose puis sa reprise des années plus tard entre
la puberté et la ménopause peut engendrer des erreurs de disjonction a différentes étapes
telles qu’a la séparation des chromosomes (défaut de régulation de la ségrégation des
chromosomes ou du fuseau de division) ou des chromatides (séparation prématurée des

chromatides).

Un risque bien établi de non-disjonction est une diminution de la recombinaison génétique.
En effet, une absence de cross-over est fréquemment observée comme étant a I'origine de
40% d’une non-disjonction durant la méiose | maternelle concernant le chromosome 21. De
plus, I'emplacement de ces échanges, c’est-a-dire s’ils sont situés trop proche ou trop loin du

centromeére, peut également avoir un impact sur la survenue d’erreurs (Warren et al., 1987).

Un modele proposé est I'accumulation d’ovocytes aneuploides dans la réserve ovarienne
conduisant a la mobilisation de ceux-ci de plus en plus probable au fur et a mesure de

I’avancée en age de la femme (Hultén et al., 2010).

Néanmoins, les mécanismes entre I'age maternel et les risques de non-disjonction

chromosomique ne sont pas encore totalement élucidés.

Les facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux concernent I'impact de différents facteurs exogeénes chez la
mere et/ou le pére qui pourrait conduire a une augmentation des risques de non-disjonction
chromosomique. Ils comprennent le tabac, I'alcool, la prise de contraceptifs proche de la

conception et I’exposition a des radiations (Kaufman, 1983; Verger, 1997; Yang et al., 1999)

Une large étude indienne a montré que la consommation de tabac a chiquer associée a un
polymorphisme de génes liés au métabolisme des folates jouent un réle dans la diminution
des événements de recombinaisons péri-centromériques du chromosome 21 lors de la méiose

Il (Halder et al., 2021).

Les facteurs génétiques

Les parents porteurs d’une trisomie 21 ou porteur d’une translocation robertsienne sont un

risque important de transmettre cette anomalie génétique a leurs enfants.
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Certaines études se sont intéressées a I’effet d’un polymorphisme de génes impliqués dans le
métabolisme des folates et de ’homocystéine. Une étude de la population nord-américaine a
rapporté que certains polymorphismes concernant les enzymes MTHFR
(methylenetetrahydrofolate reductase) (MTHFR 677 C > T) et MTRR (methionine synthase
reductase) (MTRR 66A = C) conduisent a un risque de 1,9 a 2,6 d’avoir un enfant avec SD,
respectivement. Ce ratio approche le nombre de 4 lorsque ces deux polymorphismes sont
combinés (Hobbs et al., 2000). L'effet de ces polymorphismes pourraient conduire a des
niveaux de méthylation affectés dans la région péri-centromérique du chromosome 21 ce qui

favoriserait une non-disjonction (James et al., 1999)

Phénotype et comorbidités
Caractéristiques physiques et morphologiques

Les caractéristiques physiques et morphologiques sont plus ou moins communes a tous les
patients. Elles vont dépendre de la forme de la trisomie 21, c’est-a-dire si elle est compléte ou

partielle et homogeéne ou en mosaique.

Les caractéristiques suivantes présentées correspondent au cas le plus fréquente de
trisomie 21 ; libre, compléete et homogene mais leurs expressions sont variables selon les

patients.

Dysmorphie faciale du SD

Les patients porteurs du SD présentent une dysmorphie caractéristique dont certains des

signes sont visibles durant la grossesse ou dés la naissance.

A la naissance, une microcéphalie modérée et une brachycéphalie sont fréquemment
observées (Guihard-Costa et al., 2006; Schmidt-Sidor et al., 1990). Le périmetre moyen des
enfants naissants avec un SD est diminué et inférieur a 32 cm (valeur moyenne comprise entre

32 et 36 centimétres a la naissance pour les enfants sans SD).

Le visage est rond et plat avec un nez petit et court et une hypoplasie des os propres du nez
(visible in utero chez 60% des foetus atteints du SD). Les yeux sont inclinés vers le haut et
I’arriére avec un épicanthus des angles internes (pli cutané partant de I'langle interne de I’ ceil
allant jusqu’a la partie supérieure du nez) et un hypertélorisme (yeux largement écartés).
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Des taches sur l'iris (taches de Brushfield) sont fréquentes. Un strabisme ou un nystagmus
(mouvements rythmiques involontaires des yeux) sont souvent observés. Les levres sont
épaisses, parfois crevassées, la bouche est souvent ouverte avec une protrusion de la langue
qui est par ailleurs, épaisse (macroglossie). Les oreilles sont petites, rondes et basses
implantées en rotation postérieure. Des pommettes rouges persistantes sont fréquemment

observées.

Autres signes externes

Le cou est épais avec des plis de la nuque nombreux qui sont dus a un exces de peau.
Concernant les mains, elles sont courtes et trapues. Un seul pli palmaire transverse est
souvent observé, les doigts sont courts et hyperlaxes avec parfois un seul pli de flexion. Une
clinodactylie (déviation latérale d’un doigt) du 5°™ doigt est parfois présente. Les pieds sont
courts, larges et plats avec un espacement exagéré entre I’orteil et le deuxieme doigt (signe
de la sandale ; parfois visible aux échographies du 2 et 3™ trimestres). Ces individus sont de
petite taille, avec une croissance retardée. Des courbes de croissance spécifique du SD sont

utilisées pour le suivi de la taille, du poids et de la circonférence de la téte.

Anomalies musculosquelettiques

Une des caractéristiques quasiment constantes du SD est une hypotonie d’origine centrale qui
concerne environ 80% des nouveau-nés. Une hypotonie avec faiblesse musculaire concerne
20 a 30% des enfants. Ce manque de tonus varie selon chaque individu et peut impacter
différentes régions du corps. Une hyperlaxité ligamentaire, correspondant a une
hypermobilité des articulations, est une caractéristique majoritairement observée et peut
générer des complications orthopédiques durant I’enfance et I’adolescence. Elle est
fréquemment associée a une diminution de la force musculaire, une co-contraction de
muscles agonistes et antagonistes et des problémes de posture et d’équilibre chez ces patients
(Gupta et al., 2011; Shumway-Cook and Woollacott, 1985). Cela impacte le développement
moteur des enfants avec SD et a pour conséquence de retarder I'acquisition de la tenue de la
téte, de la posture assise et de I'acquisition de la marche. Une étude polonaise a montré que
I"acquisition de la posture debout se fait en moyenne entre 3 et 6 ans chez les enfants avec

SD contre 9 a 10 mois chez les enfants sans déficience (Malak et al., 2015).
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Les bébés aves SD sont par ailleurs décrits comme étant des enfants qui bougent peu ou

empreints d’une certaine mollesse.

Ces caractéristiques ont également un impact sur le développement du langage et la
mastication, du fait de I’"hypotonie, de la morphologie de la langue et des particularités
craniofaciales (Szyszka-Sommerfeld et al., 2022). La pratique d’exercices physiques réguliere
participe a améliorer le tonus musculaire et I’équilibre postural (Eid et al., 2017; Lin and
Wuang, 2012). La prise en charge médicale d’un enfant avec SD inclut de facon précoce la

présence de kinésithérapeutes, psychomotriciens et orthophonistes.

Concernant le squelette, les patients peuvent présenter une absence de la douziéme paire de
cotes (Beber, 1965). Leur différence de stature est expliquée par des os longs des membres
plus courts que dans la population générale (Nyberg et al., 1993). Les doigts de la main et des
pieds sont plus courts du fait d’'une longueur réduite des os des extrémités (Maymon et al.,
2004). Une dysplasie de la hanche peut concerner certains patients. Il est estimé qu’elle est
retrouvée chez1a 7% des enfants porteurs d’un SD (Bennet et al., 1982; Maranho etal., 2018).
Des anomalies craniofaciales telles qu’une hypoplasie maxillaire supérieure peuvent étre
présentes et conduire a une malocclusion de type Il (prognathisme) (Alkawari, 2021; Suri et
al., 2010). Un suivi chez le dentiste et I'orthodontiste fait partie des recommandations de prise
en charge chez ces patients d’autant que ces anomalies sont associées a une hypodontie
(Mestrovié et al., 1998). Ces individus présentent également une densité minérale osseuse
plus faible ce qui peut faciliter la survenue de fractures et conduire a une ostéoporose (Costa

et al.,, 2018).

Comorbidités et manifestations cliniques associees au SD

La présence d’'un chromosome 21 supplémentaire entraine |'apparition de comorbidités
(Figure 5). Certaines sont particulierement fréquentes telles que les malformations
cardiaques, le syndrome d’apnées obstructives du sommeil et I'hypothyroidie. L’expression
de ces manifestations cliniques dépend de la forme de trisomie atteignant le patient, c’est-a-

dire si elle est compléte ou partielle, et de la variabilité inter-individuelle.
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Figure 5 : Phénotype et comorbidités associées au SD
D’apres (Antonarakis et al., 2020)

Anomalies cardiaques

Les malformations cardiaques sont fréguemment associées au SD. Elles concernent
environ 45% des patients. Un canal atrio-ventriculaire (CAV) complet est présent chez 50%
environ des enfants avec SD présentant une cardiopathie congénitale. Les communications
inter-ventriculaires (CIV) sont présentes chez 20-25% de ces enfants. Les communications
inter-auriculaires (CIA) représentent moins de 10% des anomalies cardiaques. On peut

également retrouver un canal artériel et une tétralogie de Fallot (Freeman et al., 1998).

Le suivi cardiaque de ces patients intervient tres tot : un électrocardiogramme (ECG) et une
échographie cardiaque sont réalisés aprés la naissance y compris si le nouveau-né est
asymptomatique. Certaines des malformations sont opérées tres tot apres la naissance (a
I’age de 3 mois) ou plus tard durant I'’enfance (Sheehan et al.,, 1990). Des fermetures
spontanées sont possibles pour la CIV et le CA mais pas systématiquement observées. Des
Iésions valvulaires mitrales ou aortiques (prolapsus mitral, régurgitation aortique) peuvent

apparaitre secondairement ce qui nécessite un suivi régulier par un cardiologue.
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Troubles gastro-intestinaux

Une étude brésilienne réalisée sur 10 ans incluant plus de 1200 enfants porteurs du SD a
conclu que 50,7% de ces enfants présentaient un trouble gastro-intestinal dont le plus
fréquent est la constipation chronique (Table 1) (Bermudez et al., 2019). Les malformations
de la sphére gastro-intestinales impactent 5% des enfants de cette étude. Une étude
ameéricaine a rapporté que 6,7% des 1892 enfants avec SD sont concernés par ces anomalies
(Freeman et al., 2009). Ces malformations regroupent notamment I’atrésie duodénale, qui est
la plus fréquente, I'imperforation annale, le pancréas annulaire et I’atrésie de I’'cesophage

(Bermudez et al., 2019; Buchin et al., 1986).

Troubles gastro-intestinaux n %
Constipation chronique 300 49
Parasitose intestinale 135 22
Reflux gastro-cesophagien 87 14
Malformations du tractus digestif 32 5
Maladie cceliaque 21 3
Ulcére gastroduodénal 19 3
Lithiase vésiculaire 18 3

Table 1: Troubles gastro-intestinaux observées parmi 1207 enfants porteurs du SD d’apres
I’étude de Bermudez et al.
D’apreés (Bermudez et al., 2019)

Atteintes respiratoires

Généralités

Les atteintes pulmonaires affectant les enfants porteurs du SD regroupent a la fois des
anomalies des voies aériennes, une susceptibilité accrue a des infections des voies

respiratoires ainsi qu’une hypertension artérielle pulmonaire (De Lausnay et al., 2021).

Les infections pulmonaires représentent a elles seules 50% des causes d’hospitalisations chez
les enfants avec SD, principalement pour des pneumonies, des bronchiolites et de I’'asthme
(Hilton et al., 1999). Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil concerne la majorité des

patients et est détaillé de facon plus précise dans le paragraphe suivant.
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Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil

Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil (SAOS) est caractérisé par une obstruction
partielle ou totale des voies aériennes supérieures (VAS) durant le sommeil. Ces épisodes
entrainent des interruptions ou des réductions périodiques de la ventilation, conduisant a une
hypoxie et a une hypercapnie par intermittence (Patel, 2019). Elles sont détectables par
polygraphie ou polysomnographie. La fragmentation du sommeil, la diminution du taux
d’oxygene dans le sang, les variations importantes de pression intrathoracique et
I'inflammation systémique induites par le SAOS sont associés a des risques cardiovasculaires,
cognitifs et métaboliques (Arnaud et al., 2020; Bhattacharjee et al., 2011; Zhang et al., 2012).
Le degré de sévérité du SAOS est déterminé par le nombre d’événements respiratoires (apnée
ou hypopnée) par heure. Cet indicateur se nomme l'index d’apnée hypopnée (IAH) et permet
de classer le syndrome en léger (IAH entre 5 et 14,9/heure), modéré (entre 15 et 29,9/heure)

et sévére (>30/heure) (“Sleep-related breathing disorders in adults,” 1999).
Le SAOS peut avoir différentes origines :

- L'anatomie des VAS et notamment les facteurs pouvant l'influencer tels que I’obésité,
le vieillissement, les malformations craniofaciales (Davidson, 2003).

- Letonus musculaire des VAS et la collapsibilité du pharynx (Oliven et al., 2008)

- Linstabilité du contréle respiratoire durant le sommeil (Younes, 2004)
Concernant les traitements, aucune pharmacothérapie n’est actuellement utilisée. Deux
stratégies thérapeutiques, I'atomoxétine combinée a I'oxybutinine (Taranto-Montemurro et
al., 2019) et le dronabinol (Carley et al., 2018), ont montré une amélioration de I'|AH sur des
adultes présentant un SAOS modéré ou sévere mais des études supplémentaires sur de grands
groupes de patients sont nécessaires. Le traitement majoritairement utilisé est la ventilation
en pression positive continue (PPC) pour maintenir les VAS ouvertes (Loube et al., 1999). La
stimulation du noyau hypoglosse, qui contrdle le tonus musculaire des voies aériennes (Kuna
and Sant’Ambrogio, 1991), et I'orthese d’avancée mandibulaire, qui permet d’augmenter le
calibre des VAS (Brown et al., 2013), sont d’autres stratégies utilisées pour améliorer le

sommeil des patients (Qaseem et al., 2013).
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Le SAOS est tres courant dans le SD. Il concerne 30 a 70% des enfants selon les criteres inclus
dans les études et la majorité des adultes (Maris et al., 2016; Trois et al., 2009) alors qu’il
représente 5 a 8% de la population générale (Marcus et al., 2012). Des anomalies
craniofaciales impliquées dans la physiopathologie du SAOS sont présentes chez les individus
porteurs du SD telles que la macroglossie, I’hypoplasie mandibulaire, I’hypertrophie des
amygdales et végétations et un palais étroit (Shott, 2006). L’hypotonie généralisées chez ces

patients augmente le risque de collapsibilité des VAS (Goldberg et al., 2005).

De plus, certaines comorbidités pouvant étre retrouvées chez ces patients sont bien connues
pour augmenter le risque de développer un SAOS (Manuel et al., 2021; Pierce et al., 2017;
Stefanowicz-Bielska et al., 2022; Zarate et al., 2001). L'obésité est un des principaux facteurs
de risque du SAOS. L'accumulation de graisses au niveau des VAS entraine une diminution du
calibre de ces derniéres (Mortimore et al., 1998). Le diabéte, I'hypothyroidisme, les
complications cardiovasculaires et le reflux gastro-cesophagien sont d’autres facteurs
retrouvés chez ces patients et bien identifiés comme augmentant le risque d’'un SAQOS

(Gonzaga et al., 2015; Reutrakul and Mokhlesi, 2017; Skatrud et al., 1981; Wu et al., 2019).

Le corps médical recommande de faire passer une polysomnographie a I’age de 4 ans pour
des enfants atteints du SD afin de détecter le plus précocement possible un SAOS (Bull and

the Committee on Genetics, 2011).

Dysfonctionnements du systeme immunitaire

Le SD est une des maladies génétiques la plus communément associées a des dysrégulations
du systeme immunitaire (Kyritsi and Kanaka-Gantenbein, 2020). Chez ces individus, le risque
de développement de maladies infectieuses est largement supérieur a celui de la population
générale. En effet, lesinfections des voies respiratoires et de la sphére otorhinolaryngologiste
sont courantes dans le SD. De plus, la prévalence des maladies auto-immunes dans le SD est
augmentée. De nombreux troubles auto-immuns sont rapportés chez ces
patients notamment :

- Des anomalies thyroidiennes incluant une hypo (thyroidite de Hashimoto) ou une

hyperthyroidie (maladie de Basedow)
- Des anomalies cutanées tels que le vitiligo, le psoriasis et I’alopécie
- Unlupus érythémateux systémique
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- Undiabéete de type 1 (voirla revue Down syndrome and metabolic disorders : how are
they linked ?)

- La maladie cceliaque (intolérance au gluten)

Dansle SD, le thymus présente une taille plus petite et une structure anormale (Larocca et al.,
1990). Les patients présentent une diminution de la numération des lymphocytes B et T
(Verstegen et al., 2010) parfois associé a des anomalies du niveau de certaines
immunoglobulines. Chez des patients agés de 55 ans en moyenne, certaines sous-classes d’lIgG
(immunoglobulines G) sont augmentées et d’autres diminuées comparativement a des
individus controles du méme age (Mehta et al., 1993). Une autre étude a montré une
diminution des IgA (immunoglobulines A) salivaires chez des patients jeunes adultes et agés
(Chaushu et al., 2007). Ces résultats concordent avec la prévalence des maladies auto-
immunes et des infections chroniques et/ou récurrentes retrouvées chez cette population. De
plus, la réponse immunitaire induite par la vaccination est diminuée dans le SD et persiste
moins longtemps (Valentini et al., 2015). Certains genes surexprimés dans le SD tels que SOD1
(superoxide dismutase 1) et RCAN1 (regulator of calcineurin 1) et d’autres sous-exprimés

comme AIRE (autoimmune regulator) sont impliqués dans ces dérégulations immunitaires.

Ces déficits immunitaires sont également liés a un état inflammatoire particulier. Des études
ont montré une augmentation de la circulation de cytokines a la fois pro et anti-
inflammatoires telles que les interleukines (IL) IL-2, IL-6, IL-10, IL-1ra et I’expression spécifique
de genes liés a I'inflammation chez des enfants atteints du SD (Huggard et al., 2020; Silva et

al., 2016).

Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) concerne une grande proportion de patients atteints du SD. Les
plaques amyloides sont constituées d’agrégats extracellulaires de peptides Ap (B-amyloide) et
la dégénérescence neurofibrillaire correspond a une accumulation de filaments
intracellulaires qui est la conséquence de I'hyperphosphorylation et de I'agrégation de la

protéine Tau (Grundke-Igbal et al., 1986; Pollock et al., 1986).

Vers I’age de 40 ans, ces lésions cérébrales typiques de la MA sont déja présentes et bien

installées chez ces patients (Mann, 1988a) (Figure 6).
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Dans le cerveau de foetus avec SD, des accumulations de peptides A peuvent déja étre
détectées et évoluent vers la formation de plaques diffuses durant I’enfance, puis plus tard en
agrégats insolubles (Gyure et al., 2001; Teller et al., 1996). Ces évenements sont suivis de la

phosphorylation anormale de Tau.

Figure 6 : Caractéristiques neuropathologiques du développement de la maladie d’Alzheimer

chez un patient avec SD.
Plaques amyloides (pointes de fleches) et agrégats neurofibrillaires (fleches) dans le cortex frontal d’un

patient avec SD agé de 46 ans. (Lott and Head, 2019)

La présence précoce de plagues amyloides et d’'une dégénérescence neurofibrillaire chez ces
patients est intrinsequement liée au chromosome 21 surnuméraire. En effet, les peptides Ap
sont le résultat du clivage de la protéine APP (amyloid precuror protein), qui est surexprimée
chez les patients avec SD (Oyama et al., 1994; Prasher et al., 1998). De plus, la surexpression
de génes tels que DYRK1A (dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A) et
RCAN1 contribuent a I’hyperphosphorylation de Tau (Ermak et al., 2006; Liu et al., 2008;
Muinoz-Montafio et al., 1997). De plus, I’état inflammatoire spécifiquement observé chez ces
patients joue un réle clé dans la progression de la MA. Il n’est, de plus, pas seulement limité
au cerveau mais aussi a de multiples facteurs systémiques. Ces patients sont donc a haut
risque de développer une démence par la suite (McCarron et al., 2017). Il est estimé que 70%

d’entre eux en développent une entre 55 et 60 ans.
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Déreglements de la thyroide

Les troubles endocriniens en lien avec le SD les plus fréquemment rencontrés sont en rapport
avec un dysfonctionnement de la thyroide. Leur prévalence est largement supérieure a celle
rencontrée dans la population générale (Graber et al., 2012). lls incluent une hypothyroidie
subclinique, congénitale (dépistée de facon systématique a la naissance) ou acquise ou a
I'inverse, une hyperthyroidie (Pierce et al., 2017). Ces dysfonctionnements, étant bien
caractérisés dans la pathologie, sont tres surveillés chez les patients. Dans les cas
d’hypothyroidie, caractérisée par des valeurs de TSH (thyréostimuline) supérieures a 4 mUI/L,
avec ou sans anomalie de concentration en T4L (thyroxine libre), un traitement a base de

levothyroxine est mis en place.

Cancers

Certains cancers sont quasiment absents chez les patients avec SD tels que les cancers du sein,
de la prostate ou les tumeurs cérébrales (Osuna-Marco et al., 2021). Pour d’autres, leur
incidence est augmentée parmi la population avec SD. Ills comprennent notamment les
lymphomes, le cancer du testicule aprés la puberté chez ’homme, les rétinoblastomes et les

leucémies (Satgé et al., 1998).

Concernant plus précisément les leucémies, un syndrome myéloprolifératif transitoire
concerne 10 a 15% des nouveau-nés avec SD. Il se résorbe généralement de fagon spontanée
dansles 3 mois aprés la naissance (Bhatnagar et al., 2016). Néanmoins, 20% des enfants ayant
développé ce syndrome vont développer une leucémie aigué myéloide (Bruwier and
Chantrain, 2012). De plus, cette population est a risque de développer une leucémie

lymphoide aigué de 20 fois supérieur a la population générale (Webb et al., 2007).

Maladies métaboliques

L'obésité est plus fréquente chez les individus porteurs du SD par rapport a la population
générale, a la fois chez les enfants et les adultes. Il est rapporté que 33 a 71% des individus

porteurs du SD sont concernés par I'obésité selon les études et les criteres inclus (Pierce et al.,

2019; Prasher, 1995).
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Cette prévalence augmentée est en partie due a une diminution de I’activité physique et a de
mauvaises habitudes alimentaires chez ces patients (Field et al., 2003; Nordstrgm et al., 2015;

Pitchford et al., 2018).

Néanmoins, de nombreux facteurs présents dans le SD contribuent a I'obésité. Ils

comprennent :

Les troubles endocrines notamment des adipokines et des hormones thyroidiennes.

- Les troubles alimentaires et digestifs, plus particulierement les reflux gastro-
oesophagiens, I'achalasie et les difficultés de mastication.

- Le syndrome d’apnées obstructives du sommeil

- Larégulation de la prise alimentaire au niveau central

- D’autres facteurs semblent également impliqués dans le développement de |’obésité

dans le SD tels que la prise de certains médicaments et des facteurs sociaux.

Concernant le diabéte, des études rapportent une augmentation de sa prévalence chez les
individus porteurs du SD mais sans toujours en distinguer le type. Le diabéte de type 1 (DT1)
est une maladie auto-immune entrainant la destruction des cellules B-pancréatiques. Le
contexte auto-immun particulier dans le SD semble impliqué dans le développement du DT1
mais également certains génes du chromosome 21. Le diabeéte de type 2 (DT2) est caractérisé
par une résistance a I'insuline associée a une diminution progressive de la sécrétion d’insuline
et du nombre de cellules 3 pancréatiques. La prévalence de cette maladie dans le SD est peu
documentée mais le développement de I'obésité chez les patients peut également induire le
développement d’un DT2. Certains genes du chromosome 21 pourraient également étre

impligués.

Les liens entre le SD et les maladies métaboliques sont détaillés dans une revue écrite en
collaboration avecI’équipe 1 de I'unité BFA : « Biologie et Pathologie du Pancréas Endocrine »

(B2PE) et publiée en 2021 dans le journal Biomedicines.
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Abstract: Down syndrome is a genetic disorder caused by the presence of a third copy of chromosome
21, associated with intellectual disabilities. Down syndrome is associated with anomalies of both
the nervous and endocrine systems. Over the past decades, dramatic advances in Down syndrome
research and treatment have helped to extend the life expectancy of these patients. Improved life
expectancy is obviously a positive outcome, but it is accompanied with the need to address previously
overlooked complications and comorbidities of Down syndrome, including obesity and diabetes, in
order to improve the quality of life of Down syndrome patients. In this focused review, we describe
the associations between Down syndrome and comorbidities, obesity and diabetes, and we discuss
the understanding of proposed mechanisms for the association of Down syndrome with metabolic
disorders. Drawing molecular mechanisms through which Type 1 diabetes and Type 2 diabetes could
be linked to Down syndrome could allow identification of novel drug targets and provide therapeutic
solutions to limit the development of metabolic and cognitive disorders.

Keywords: down syndrome; obesity; diabetes; immune system; endocrine disorders; thyroid dys-

function; inflammation; central regulation food intake

1. Introduction
1.1. Down Syndrome
1.1.1. Genotype and Phenotypes

Down syndrome (DS), also known as trisomy 21, is the most common genetic disorder,
with a frequency of 1/700 births. It is caused by the presence of an extra copy of human
chromosome 21 (HSA21). HSAZ21 is the smallest chromosome (1% of the genome) with a
very low gene density, which explains DS patients can live until adulthood, at the opposite
to people with other homogeneous (all cells with the same karyotype) trisomies observed
at birth (i.e., trisomy 13 or trisomy 18) [1] who die, for a large majority before one year
of life. Other trisomies, at the exception of gonosomes trisomy lead homogeneously to
miscarriage.

Three types of trisomy 21 are cytogenetically distinguishable. Free trisomy is defined
by 47 chromosomes cells with three HSA21: i.e., 47, XY(XX),+21. This is the most common
type of DS (92% of cases). It is well established that advanced maternal age is the major
cause of DS occurrence. This trisomy is due to a premature separation of sister chromatids
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during the first meiotic division [2] which frequency increases with age. Thus, higher mater-
nal age is a major risk factor of DS and all other chromosome aneuploidies. Less frequently,
DS results from a Robertsonian translocation [3], mainly the rob(14;21)(q10;q10). The kary-
otype is then: 46,XY(XX),rob(14;21)(q10;q10),+21. The translocation is often inherited but
there are 5-10% of de novo cases [4]. These two types of trisomy could be homogenous
(observed in all cells) or with mosaicism (coexistence of both normal cells and trisomic
cells). The mosaic DS is caused by a chromosome segregation defect or trisomy rescue
during early embryonic development (post zygotic events). Lastly, DS with partial trisomy
of the long arm of HSA21 is observed (1% of DS), resulting from an unbalanced reciprocal
translocation or partial chromosome duplication.

Constant and well-recognizable symptoms of DS are intellectual disability (ID) and
morphological anomalies. DS people have ID with specific cognitive patterns (global mental
retardation with motor and language retardation, learning disabilities, weak working
memory, good visual memory, joyful spirit, and rare behavioral disturbances) caused
by central nervous system defects. Previous studies have demonstrated a decrease of
neural precursor cells, early cell cycle exit, unbalanced precursor differentiation in favor
of glial cells, increased neuronal death, and migration defects. Moreover, remarkable
morphological abnormalities are associated with DS (facial gestalt, single palmar crease,
sandal gap, etc.). DS is also associated with several other symptoms and disorders such as
congenital heart disease, West syndrome, leukemia, Alzheimer’s disease, and metabolic
diseases, such as diabetes and obesity [5].

Fortunately, the majority of these features are not present simultaneously in all indi-
viduals with DS, leading to diverse phenotypes with different degrees of severity. Indeed,
each person presents a combination of phenotypic characteristics of their own. This pheno-
typic variability is associated with variability in the expression of genes that are located
on HSAZ21 [6]. It has been proposed that the presence of the extra copy of HSA21 leads
to gene dosage perturbation: the “gene dosage effect” hypothesis proposes that dosage
imbalance of specific genes or sets of genes on HSA21 causes specific DS phenotypes.
Theoretically, the presence of the extra HSA21 should lead to overexpression of all genes
encoded on this chromosome. However, some studies have demonstrated that the extra
copy of genes do not correlate perfectly with transcript levels. Some complex molecular
mechanisms could be involved. It was suggested that some genes are overexpressed, but
the expression of a majority of genes located on HSA21 are compensated for by diverse
mechanisms [7]. The expression levels of the majority of these genes are still unknown and
misunderstood. Furthermore, cases of partial HSA21 trisomy provided strong evidence
that not all HSA21 loci are required for the manifestation of DS and have helped to establish
genotype—phenotype correlations and led to map genes or regions that constitute a risk. It
has been proposed that there is a critical region (DSCR: down syndrome critical region)
on the long arm of HSA21, which can be associated to one third of features of DS [8].
This hypothesis predicts that genes in this region are sufficient to produce the main DS
phenotypes. However, it has been demonstrated, due to mice trisomic or monosomic
mice for the mouse chromosome segment orthologous to the DSCR that while this region
is important for features of DS, it is not sufficient [9]. Other regions are involved in DS
features, in particular telomeres of HSA21, which can be subjected to triplication in many
regions. Thus, DS results from gene dosage imbalance and the interaction between genes
located on HSA21 and between these genes and other genes in the genome.

Regardless of the number of gene copies, the presence of the extra HSA21 could also
disrupt the whole genome. It leads to alteration in DNA position, changing some DNA-
proteins interactions, and therefore impairing the whole genome. As mentioned before,
transcriptomic analysis has shown that not all genes in HSA21 are overexpressed. Moreover,
there is a global gene expression disturbance in DS [10,11], resulting in dysregulation of
the expression of other genes in the genome. This global alteration of gene expression
is at the origin of some of the DS phenotypes, and also could explain the phenotypic
variability observed between DS individuals [8]. Thus, to understand DS, it is crucial both
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to understand the genomic content of HSA21 and to evaluate how the expression levels of
other genes are altered by the presence of a third copy of HSA21 [12].

1.1.2. DS Comorbidities
Obesity

Obesity is a common condition of clinical and public health importance in many
countries around the world. Obesity is the result of a disruption in energy balance leading
to an abnormal or excessive fat accumulation in adipose tissue, which leads to health dis-
advantages and reduced life expectancy [13]. The amount of excess fat and its distribution
in the body have important health implications. Indeed, the gynoid obesity, characterized
by excess fat peripherally around the body, is less dangerous than android (or abdominal
or central) obesity. Abdominal obesity leads to a rise of circulating fatty acids, associated
inflammation, and ectopic storage of triglyceride (into liver, muscles, etc.) [14].

Causes of obesity are numerous and complex. Obesity is considered as a multifac-
torial disease influenced by the interplay of genetic and environmental factors, leading
to epigenetics and metagenomics disturbances. Nevertheless, it is generally admitted
that the more important cause of obesity is environmental, including the consumption of
unhealthy diets (high fat and/or high sugar diet) and the lack of physical exercise. Other
environmental factors seem also to have a high impact such as the social class, with a
higher prevalence of obesity in low-income households [15]. Psychological factors are
also important. Indeed, some psychological problems are counterbalanced by excessive
consumption of food. Additional important environmental factors include air pollution or
endocrine disruptors [16].

If the development of obesity has an evident environmental contribution, a genetic
susceptibility component is also needed [17] and explains the ethnic variability. According
to the thrifty gene’s hypothesis [18], some genes contribute to efficiently collect and process
food to deposit fat during periods of food abundance (after hunting) in order to provide for
periods of food shortage (feast and famine). Currently, while the access to food is almost
permanent, these genes are still included in the human genome and involved in the storage
of energy, which could participate in the imbalance of energy homeostasis and contribute
to obesity. However, this hypothesis has received various criticisms and several modified
or alternative hypotheses have been proposed [19,20]. A number of monogenic mutations
has also been shown to be involved in the development of obesity. Leptin is a hormone
produced by the adipose tissue proportionally to the number of adipose cells, which have
an important hypothalamic effect on satiety and energy expenditure. Pathological single
nucleotide variation (SNV) in the leptin gene, in the gene encoding the leptin receptor or a
mutation located in the leptin-melanocortin pathway have been identified and shown to
be at the origin of severe early-onset obesity [21-23].

Severe obesity can also be associated with genetic syndromes with neurodevelopmen-
tal abnormalities, and other organ/system malformations (for example the Prader-Wili
syndrome). Finally, there are some cases of polygenic obesity caused by cumulative
contribution of many genes whose effects are amplified in a “weight gain promoting”
environment [24]. To date, about 50 genes have been listed as associated with obesity,
most with small effects, but in combination with environmental factors, those effects can
be amplified. Moreover, some studies show that epigenetic effects can be involved in
obesity. Environmental exposures during critical periods of human development can cause
permanent changes in a gene’s activity through epigenetic modifications, without changing
the sequence of the gene itself [25].

Diabetes Mellitus

Diabetes is a group of metabolic disorders characterized by a chronic high blood sugar
level, induced by defects in insulin production, secretion, and/or action. Insulin is an
anabolic hormone produced by {3 cells of the pancreatic islets. This hormone has pleiotropic
actions, but one of the most important is the promotion of glucose uptake from the blood,
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by target tissues (muscles, liver, and adipose tissue), thus leading to the normalization of
blood glucose levels after a meal [26-28]. Diabetes mellitus is a chronic devastating disease
and one of the major public health issues. Diabetes is a heterogeneous disease: the severity
and the onset age differ between individuals. Chronic hyperglycemia triggers long-term
damage and dysfunction, leading to the failure of different organs, such as eyes, kidneys,
nerves, heart, and blood vessels [29]. Clinically, there are two main types of diabetes.

1-Type 1 diabetes (T1DM) is an autoimmune disease due to the destruction of pan-
creatic 5 cells and it represents 5-10% of diabetes cases. TIDM usually appears during
childhood or adolescence. The presence of various autoantibodies against pancreatic islet
cells is the hallmark of the disease. To date, insulin therapy is the only efficient treatment
for TIDM [30]. Combinations of many genes contribute to susceptibility to the TIDM.
By far, the most important genes are HLA genes (or haplotypes). It has been proposed
that the major genetic susceptibility determinants to autoimmune disease are the highly
polymorphic HLA (haplotype leukocyte antigen) class II [31].

2-Type 2 diabetes (T2DM) is the most common form of diabetes and represents more
than 90% of cases. The prevalence of T2DM rises at an alarming pace, mainly due to poor
lifestyle (high fat/high sugar diets and sedentary lifestyle), combined with deleterious
environmental contributors (exposure to road traffic (noise and fine particulate matter),
low mood/stress/depression, and infection with hepatitis C virus or Chlamydia pneumoniae).
T2DM is characterized by insulin resistance associated with progressive decrease of insulin
secretion and reduction of 3 cell number [32-34]. In addition to these defects, systemic and
tissue specific inflammation develops during the course of the disease and aggravates both
insulin resistance and f3 cell dysfunction [35-37].

DS, Obesity, and Diabetes

Obesity is more prevalent in individuals with DS than in the general population [38—40].
This is also the case in individuals with intellectual disabilities not associated with DS.
It is very difficult to identify the exact causes leading to increased risk of obesity in DS.
However, it could be in part due to reduced physical activity and unhealthy dietary habits,
in addition to endocrine disorders described in DS patients [41].

Even though a higher prevalence of diabetes is observed in the DS population, there
are only a few studies addressing the causal association between diabetes and DS. An
important issue is to identify the type of diabetes in DS individuals. Some studies argue for
T1DM [38], but others support DS association with T2DM/ obesity at early age [42]. Taken
together, while it has been established that there is a link between DS and metabolic diseases,
particularly obesity and diabetes, our comprehension of this association remains limited.

1.2. Statement of Hypothesis

Our aim is to discuss the several hypotheses proposed for the association of DS with
obesity and diabetes and to apprehend the molecular mechanisms through which T1IDM
and T2DM could be linked to DS (Figure 1).
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Figure 1. Link between Down syndrome (DS) and metabolic diseases.

2. DS and Obesity
2.1. Increased Prevalence of Obesity in DS

Most studies on this issue are based on the body mass index (BMI) and conclude that
the rate of overweight and obesity is two to four times higher in adults and children with
DS compared to general population. Of DS individuals 33% to 71% are concerned with
obesity [43,44]. Gender and age seem to have an influence in obesity in individuals with
DS. BMl is higher in girls compared to boys in DS children [45] and higher in youth than
adults. The shift in the BMI curve occurs at the age of 3 years for girls and 5 years for
boys, with a rapid BMI increase at around 14 years old [46]. Females with DS show higher
levels of fat, and lower levels of lean mass, assessed by dual energy X-ray absorptiometry
(DEXA), compared to males with DS [47]. The percentage of body fat (PBF) measured
by bioelectrical impedance is higher in young people with DS [48]. According to Osaili
et al., PBF is elevated in female DS children and adolescents compared to males [49].
In adults, a study shows no difference in percentage of obesity between male and female
DS individuals [43]. However, in a recent study, higher PBF was observed in female DS
children compared to DS males, but a higher prevalence of overweight and obesity, based
on BMI, is observed in DS males [50] pointing to a possible bias in the determination of
overweight and obesity in DS by using BMI or PBF as methodology.

Regarding the lipid profile, an increase in cholesterol, low density lipoprotein (LDL),
and high density lipoprotein (HDL) is observed in DS children [51] and in adults [52], com-
pared to individuals without DS. Another study reports a high frequency of dyslipidemia—
low HDL-cholesterol, hypertriglyceridemia, and a combination of both (atherogenic dys-
lipidemia), in DS children [53] thus increasing cardiovascular risks for these individuals.

2.2. Physical Activity in DS

One explanation currently used to explain overweight and obesity in DS is their
lifestyle, particularly the lack of physical activities. Pitchford et al. show an association
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between a higher level of adiposity and low levels of physical activity in adolescents with
DS [54]. Adults with DS also exercise less. DS individuals present a reduced exercise ca-
pacity due to a lower peak of oxygen uptake (VOpeax) [55] probably because of ventilatory
dysfunction, deficits of the cerebellum, muscle hypotonia, and ligamentous laxity that
may impact the control of body dynamics and balance [56-59]. Exercise programs have
been tested in DS individuals. These studies suggest health benefits for patients, with
improved cardiometabolic risk profile, muscle strength, aerobic capacity, proprioception,
and postural stability [60]. However, another study reported no efficacy of exercise to
achieve weight loss in people with DS [61].

2.3. Endocrine Disorders in DS
2.3.1. Involvement of White Adipose Tissue—Adipokines

Obesity is associated with body fat accumulation that leads to disturbances in secretion
of adipokines. Leptin regulates appetite and body weight. When body fat increases, it
leads to a dysregulation of the appetite, increased leptin levels [62] and the development
of leptin resistance [63,64]. In non-obese patients with DS, leptin levels are higher [65,66]
compared to controls suggesting an association between DS and leptin resistance. In DS
children, circulating leptin is increased compared to adult and old DS individuals [67].
In a cohort of obese Egyptian children with DS, leptin levels were increased compared
to non-obese DS children [68]. These results suggest a probable inherent genetic basis
for hyperleptinemia and leptin resistance in DS. It has been shown that Ts65Dn mice
consumed more calories and presented increased leptin levels, suggesting that leptin
would be ineffective in controlling the satiety [69]. The analysis and comparison with other
DS mouse models should allow us to dissect the region of chromosome 21 containing genes
related to leptin resistance.

Adiponectin is involved in the control of glucose metabolism [70,71] and has anti-
inflammatory properties [72-74]. Adiponectin levels decrease in case of body fat accumula-
tion [62]. In non-obese DS children, adiponectin levels tend to be lower than controls [75]
and lower in DS children and adults compared to older DS individuals [67].

There is a lack of data suggesting other possible disturbances in hormones that regulate
appetite and weight gain in DS patients. One study however, using Ts65Dn mice, showed
a decrease in ghrelin levels [69]. This hormone, produced by the stomach, is a circulating
orexigenic factor [76]. Ghrelin secretion was shown to be impaired in obesity and insulin
resistance and has been found to be reduced in obese human subjects [77].

2.3.2. Thyroid Dysfunction in DS

Thyroxine (T4) is the major secretory product of the thyroid gland and it is a precursor
of the active form of the thyroid hormone, the 3,5,3'-triiodothyronine (T3) [78]. Thyrotropin
releasing hormone (TRH) and thyroid stimulating hormone (TSH), produced by hypothala-
mus and hypophysis, respectively, regulate thyroid hormone (TH) production and release.
A negative feedback loop by TH acts on TSH and TRH secretion [79]. TH closely interacts
with energy metabolism. TH status correlates with body weight through the regulation
of energy expenditure. It contributes to appetite regulation and maintenance of optimal
energy balance by a communication with white adipose tissue and brain via leptin [80,81].
TH is also involved in cholesterol metabolism, glucose homeostasis via modulation of gene
expression, and thermogenesis [82,83]. Hypothyroidism leads to reduced gluconeogenesis
and lipolysis, increased cholesterol levels, and weight gain [84-86].

Individuals with DS have higher prevalence of thyroid dysfunction, which is the most
common endocrine abnormality in DS. The rate of thyroid dysfunction is 25-38 fold higher
in DS compared to the general population [87,88]. It includes congenital hypothyroidism,
subclinical hypothyroidism, autoimmune and non-autoimmune acquired hypothyroidism,
and hyperthyroidism [89]. Hypothyroidism, the most frequent thyroid dysfunction in
DS, is characterized by a decrease in TH secretion and elevated TSH levels. TH levels
could remain normal because they are compensated by the elevation of TSH. Nonetheless,
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hypothyroidism is well known in DS, supervised during childhood and treated with
levothyroxine. Since hypothyroidism is associated with increased weight gain in the
general population, its higher prevalence in DS individuals could contribute to higher
prevalence of obesity in DS patients.

2.4. Feeding and Digestive Disorders

DS can lead to physical defining features that could affect the feeding in individuals
with DS. Muscular hypotonia is a constant characteristic of this disease. Hypotonia of the
tongue leads to an incorrect positioning of teeth [90]. The tongue is thick and put in place
at the bottom of mouth. This positioning can generate an inadequacy in the development
of the palate. Breast feeding may be difficult for DS babies and a baby’s bottle should
be adopted [91]. During childhood, taste buds hypertrophy and fissures can appear on
tongue [92,93]. It can affect the sense of taste and there is an increased susceptibility to
inflammation and infection. These problems can alter chewing and swallowing. In addition,
dental anomalies are current in DS. Some teeth, temporary or definitive, can be missed or
be malformed in DS [94].

Esophageal dysmotility syndromes could also affect feeding behavior. Furthermore,
gastroesophageal reflux disease (GERD) is current in DS but not more to the general
population. One study shows that children with GERD consume a larger amount of fat,
more calories, and less dietary fiber compared to controls with the same age and weight [95].
Achalasia, due to a defect of enteric neurons of esophagus, is also more frequent in DS than
general population [96]. It is characterized by dysphagia, a discomfort of swallowing for
99% patients, regurgitation, and vomiting [97].

Together, all these oral-motor difficulties can affect the feeding behavior and can
influence the choice of food such as high-fat diet. A study reports narrow food preferences
and texture selectivity in DS children [98]. In the study of Nordstrem et al., authors
reported that adolescent and adult DS patients eat less fruits and vegetables compared to
patients with other intellectual disabilities [99]. Due to insufficient mastication associated
with rapid swallowing without chewing, DS people can develop a secondary bulimia.
In a study of 83 children and adolescents with DS, food selectivity represents 62.2% of
feeding difficulties, continued eating in the presence of food 57.7% and swallowing without
sufficient chewing 50% [49].

2.5. Inflammation

The association between obesity and chronic low-grade inflammation has been estab-
lished from both clinical and experimental studies. Nevertheless, it has not been explored
in DS. Using Ts65Dn mice, a study shows hyperglycemic and hypoinsulinemic pheno-
type associated with adiposity, increased inflammatory biomarkers, and a global state of
low-grade inflammation [69]. In a meta-analysis, DS children exhibited increased levels of
proinflammatory (interleukin IL-2 and IL-6) and anti-inflammatory cytokines (IL-10 and
interleukin 1 receptor antagonist (IL-1RA)) [100]. Tumor necrosis factor alpha (TNF-«),
IL-1p3, and interferon gamma (IFN-y) levels were also higher in children and adults with
DS [100]. These results suggest an inflammatory phenotype associated with DS that may
contribute to obesity.

2.6. Obstructive Sleep Apnea

Obstructive sleep apnea (OSA) is a sleep-disordered breathing characterized by pe-
riodic reductions in airflow during sleep due to partial or complete obstruction of upper
airways [101]. There are many factors that can increase the risk to develop OSA, including
obesity, cardiovascular complications, and diabetes [102]. Reciprocally, OSA has a role
in the development of obesity [103]. In non-obese apneic patients, some studies report
leptin and insulin resistance [104,105]. Due to hypoxia induced by intermittent respiratory
arrest, OSA stimulates oxidative stress and inflammation [106,107], which could contribute
to maintain obesity. OSA is a common disorder in DS. It affects at least 50% of DS chil-
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dren [108] and nearly 100% of adults [109], compared to 5-8% of general population [110].
This respiratory syndrome could be a contributor to obesity in DS.

2.7. Social Factors

Social environment has an influence on food behavior. Poor socioeconomic status is
associated with overweight and obesity in general population [111]. However, there is no
study on the impact of social and economic environment on obesity in individuals with
intellectual disabilities. DS patients in institutions could be less susceptible to develop
obesity, compared to patients who live with their family or independently, because of
balanced meals.

One study in a population of young adult DS women shows a significant correlation,
between their BMI and the BMI of their family, especially of their mother, probably due to
familial food habits and obstacles to physical activities [112]. Additionally, parents reported
to be less strict regarding food with their DS children compared to their siblings [113].
Families need support to adapt their food habits and DS individuals can learn appropriate
eating habits by imitation of parents at the earliest ages.

2.8. Medications

Psychiatric disorders are associated with DS. They include major depressive dis-
order, bipolar and anxiety disorders, obsessive-compulsive disorder, attention-deficit/
hyperactivity disorder, autism spectrum disorder, psychosis, and catatonia [114]. These
disorders require psychotropic medications like antidepressants, antipsychotics, and
antiepileptic drugs, which are known to be associated with weight gain [115].

2.9. Central Regulation of Food Intake

DS is characterized by neuronal loss in brain due to higher neuronal apoptosis, reduced
neuronal division during development and dysregulation of astrocyte-to-neuron ratio [116].
Hypothalamus is one of the cerebral structures that regulate appetite and energy balance.
It consists of different neuronal populations assembled in structures called nuclei. They
are involved in reproduction, thermoregulation, growth, circadian rhythm, and food
intake [117]. In the arcuate nucleus (ARC), there are two populations of neurons, which
regulate food intake and energy expenditure. One population coexpresses neuropeptide
Y (NPY) and agouti-related protein (AgRP) and stimulates food intake [118]. The other
population coexpresses proopiomelanocortin (POMC) and cocaine- and amphetamine-
related transcript (CART) and inhibits appetite [119,120]. These neurons receive afferent
signals from gut, brain, and white adipose tissue and transmit information via neuronal
projections to hypothalamic areas such as dorsomedial nucleus (DMN), paraventricular
nucleus (PVN), ventromedial hypothalamic nucleus (VMN), and lateral hypothalamic
area (LHA), involved in the control of appetite [121-123]. One study reports a decrease in
the number of neurons in the ARC of hypothalamus in DS patients [124], suggesting that
neuronal loss could lead to the disruption of hypothalamus regulation of appetite in DS
and may contribute to obesity.

Different brain structures are involved in the reward system. The central component
of this system is the mesocorticolimbic pathway. It consists of dopaminergic neurons on the
ventral tegmental area (VTA), which send projections to the nucleus accumbens (NAc) and
prefrontal cortex. Other regions of brain are involved in reward response like hippocampus
and amygdala. The neurotransmitter dopamine mediates emotions and pleasure and is
also known to mediate behaviors and to participate in the control of impulsive choices and
perseveration [125]. Food activates these structures by an increase in dopamine release
and might be considered like an addiction, to modify consummatory behaviors [126,127].
There are few studies on DS patients showing reduced dopamine levels in the postmortem
brain of older DS patients [128] and reduced monoamines in DS adults [129]. Moreover,
some studies showed a relationship between the dual specificity tyrosine-phosphorylation-
regulated kinase 1 (DYRK1A), a serine/threonine kinase overexpressed in DS, and the
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reward system. DYRK1A is strongly expressed in striatum, which receive dopamine pro-
jections [130] implicated in compulsive behaviors [131]. In a model of transgenic mice
overexpressing DYRK1A, the authors show alteration in serotoninergic and dopaminergic
processing in the brain [132], but the involvement of DYRK1A in reward-related mecha-
nisms in the control of food intake should be further investigated. Collectively, these data
suggest that the control of food intake by reward system could be altered in DS.

3. DS and Diabetes Mellitus

From the last 30 years, some epidemiological studies have reported increased preva-
lence of diabetes in DS population compared to the general population. However, these stud-
ies present some limitations. In particular, they did not distinguish the various forms of
diabetes mellitus in DS people [133], the age distribution, nor reported the glycemia,
only considering the glucosuria [134]. Finally, no clinical or biochemical information re-
garding diabetic characteristics were reported. It remains to determine which type of
diabetes mellitus appears in DS, and what are the molecular mechanisms involved.

3.1. T1IDM and DS

It has been reported that TIDM prevalence is 4 times higher in DS people compared
to the general population in Denmark [135]. Moreover, it has been suggested that TIDM
appears earlier in DS patients than in the general population, with a peak of TIDM of
around 8 years, compared to 14 years in the general population [136].

3.1.1. TIDM in DS: A Link with Immune System Defects

It is well-known that defects of the immune system are increased in DS, and it might
explain the rise of prevalence of autoimmune diseases in these people. Indeed, immune dis-
orders such as autoimmune diseases (thyroid disease, coeliac disease, or TIDM), myeloid
acute leukemia, or repeated infections of higher airways in DS population are higher
compared to the general population, and various other immunological abnormalities are
found in DS people [38,89,137-140].

Thymus has an important role in immunity, including the negative selection, which con-
sists of destruction of self-reactive T cells [141]. Medullary thymic epithelial cells (mTEC)
express and present tissue-specific peripheral antigens, under the control of transcriptional
regulators such as autoimmune regulator (AIRE) protein, to select autoreactive T cells [142].
In DS, a smaller size and abnormal structure of thymus are reported in patients [143]. The
AIRE gene is located on chromosome 21 and it has been established that the expression
of AIRE is reduced in DS patients [144,145]. This leads to a decrease in the expression of
tissue-specific antigens and could contribute to a defect of negative selection of T cells and
thus promote autoimmunity in DS. Such an autoimmune context could be involved in the
development of TIDM. While many differences between the immune system of DS people
and non-DS people have been reported, the defects of immune system, which leads to the
higher prevalence of TIDM in DS, are still misunderstood.

3.1.2. Genotype-Phenotype Association and T1IDM-DS

HLA genes are located on chromosome 6 and are involved in the presentation of anti-
gen to T-cells. HLA genes encode for proteins that are key mediators of immune responses
to pathogens, and the development of self-tolerance. In the case of TIDM, HLA encoded
by the locus DQ (combinate with DR region) are a hallmark of TIDM predisposition [146].
Aitken et al. examined the frequency of diabetes-associated high-risk HLA haplotypes in
children with DS or TIDM diagnosed before the age of 21 [147]. They reported an increase
of diabetes-associated HLA class II genotypes in children with DS and TIDM compared to
controls. This suggests that HLA susceptibility in autoimmune diabetes might be the same
in DS patients and in TIDM patients. Notwithstanding, the same study showed that DS
children with TIDM were less likely to carry the highest-risk genotype DR4-DQ8/DR3-
DQ2 than children with TIDM from the general population and more likely to carry
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low-risk (DR2-DQ6/X or X/X) genotypes. The authors suggest that the explanation for
less HLA risk in DS children with TIDM might be the existence of an HLA-dependent and
an HLA-independent etiology of diabetes in DS. Understanding how autoimmunity occurs
in the absence of HLA risk genotypes is very important for the comprehension of increased
prevalence of TIDM in the DS population. Further investigations are needed to identify
genetic variants on HSA21 that may increase the prevalence of TIDM in DS patients.

Some of the genes located on HSA21 might be directly associated to the development
of autoimmune diseases and/or more specifically to TIDM. Amyloid precursor protein
(APP), involved in the development of Alzheimer’s disease in DS people, is at the origin of
the amyloid deposit in the pancreas of diabetic patients [148,149], leading to tissue destruc-
tion and tissue inflammation [150]. Superoxide dismutase 1 (SOD1) is probably involved
in inflammation and immune abnormalities [151]. Therefore, it is possible that polymor-
phisms in some of these genes could predispose to autoimmune disease in combination
with other gene variants. Additionally, it has been suggested that in DS, deregulation of
genes encoded by HSA21 might impair interactions between immature thymocyte and
thymic stromal cells, which might explain the immune defects in DS [152]. It has also
been proposed that immunodeficiency might be due to metabolic or nutritional factors,
particularly zinc deficiency [153]. Moreover, the defects of the immune system can lead to
an increased susceptibility to infections and it may make people with DS more susceptible
to autoimmune diseases. Increased risk of viral infections can also induce T-cells to mistake
viral antigen for [ cells antigen. Nevertheless, further studies are necessary to resolve the
underlying mechanisms of the impaired immune system in DS people.

3.2. T2DM and DS

The association between DS and T1DM, as an autoimmune disease is clearly estab-
lished. However, the association between DS and T2DM is poorly documented.

3.2.1. T2DM in DS: A Link with Obesity

Insulin resistance, metabolic syndrome, and early T2DM are relatively common in
DS subjects due to premature ageing, obesity (associated to increased inflammation),
and sedentary lifestyle. Moreover, it seems that fat distribution in DS people is different,
more truncal than peripherical, which results in muscle hypotonia in DS people [154].
As fat is more stored in the abdominal region, it may contribute to insulin resistance and
consequently to the development of T2DM. Therefore, the distribution of fat stores seems
to be more important in the development of T2DM in DS people than the obesity itself.
In the case of obesity, the development of adipose tissue is associated with the development
of vascularization. However, adipose tissues proliferate more quickly than vascularization,
which leads to hypoxia and cell apoptosis, and extended inflammation. The inflammation
of visceral adipose tissue can lead to insulin resistance, which precedes T2DM. It has been
demonstrated that chronic inflammation is associated with T2DM, and certain proinflam-
matory cytokines like TNF-« are involved in the development of insulin resistance, leading
to diabetes. It might be suggested that diabetes in DS people is due to the higher level
of proinflammatory cytokines such as TNF-« and IL-6, as it had been reported in a few
studies in non-obese children and adult DS individuals respectively [155,156]. However,
other studies demonstrated that the level of proinflammatory cytokines is decreased in
DS people [157]. More studies are needed to better analyze the levels and the nature of
proinflammatory cytokines in DS.

3.2.2. Genotype-Phenotype Association and T2DM-DS

In addition to the extrapancreatic components of T2DM described above, it is now
generally admitted that decreased number of 3 cells and impaired insulin secretion are
crucial in T2DM pathogenesis [158]. Therefore, in recent years, several studies have
been conducted to determine whether genes in HSA21 are associated with {3 cell deficits.
S100B is one of these genes. The calcium binding protein S100B is one of the S100 family
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proteins involved in many cellular processes such as cytoskeletal dynamic, intracellular
calcium homeostasis, proliferation, differentiation, immune homeostasis, and inflamma-
tion [159-162]. The gene that encodes S100B is overexpressed in DS. A study in 5100B
knock-out (KO) mice showed that these mice are resistant against experimental diabetes
induced by streptozotocin, compared to wild-type mice. SI00B KO mice show less hyper-
glycemia, higher glucose tolerance and insulin sensitivity, and reduced {3 cell death, but
with similar levels of insulin compared to controls [163]. These results suggest that S100B
could play a role in the development of diabetes.

Pieris et al. have recently reported that the regulatory of calcineurin 1 (RCANT1) gene,
one of the genes located in DSCR, is associated with 3 cell mitochondrial dysfunction,
resulting in reduced ATP production and hence altered insulin secretion [164]. It has been
suggested that mitochondrial dysfunction could contribute to increased susceptibility of
individuals with DS to diabetes [165]. Another gene potentially linking DS to impaired
(3 cell mass and therefore to T2DM is the gene encoding DYRK1A. During the last few years,
several studies have demonstrated that inhibition of DYRK1A kinase activity stimulates
human {3 cell proliferation [166-168], suggesting that this enzyme might act as a negative
regulator of 3 cell growth. Therefore, DYRK1A could be a potential candidate linking DS to
impaired functional 3 cell mass in T2DM. The development of an individual’s complement
of 3 cells begins during embryonic life and undergoes a rapid postnatal expansion, largely
accomplished through replication of the existing 3 cells [169]. It has been suggested that
a risk factor for the development of diabetes might be a failure to establish a sufficient
B cell mass during infancy [170]. B cell replication requires nuclear translocation of the
transcription factor nuclear factor of activated T cells (NFAT). Nuclear translocation of
NFAT is activated by the phosphatase calcineurin and inhibited by NFAT kinases, which
includes DYRK1A and glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3{) [166]. In this sense,
aminopyrazine treatment induces robust 3 cell proliferation, most likely as a result of
combined inhibition of DYRK1A and GSK3p [164], GSK3f3 being a target of DYRK1A
kinase activity [171]. A series of molecules developed as potent GSK3 f3 inhibitors, also
inhibiting DYRK1A, induced nuclear retention of NFAT in 3 cells [172]. However, a study
by Butler et al. aimed to establish a potential congenital deficit in (3 cell proportion in post-
mortem pancreatic tissues of people with DS, reported no difference in 3 cell population
in the pancreases of the DS group compared to that of control subjects [173]. It should be
noted that this study was conducted in a rather small number of subjects and there were
no diabetic subjects among the donors. Therefore, further investigations are needed to
determine potential defects in the endocrine pancreas of people with DS.

The elucidation of this question remains difficult, mostly because of the lack of non-
invasive approaches for the assessment of the 3 cell mass in living humans. Preclinical
models of DS in rodents have been helpful to establish the links between DS and metabolic
disorders. Recent studies conducted in TS65dn mice showed that these animals have
increased fat mass and energy intake along with increased leptin levels compared to wild-
type mice [69]. Moreover, circulating markers of inflammation were increased in these
mice [69]. Peiris et al. have also reported higher basal glycemia in two mice models of
DS: Ts65Dn mice and Dp16 mice [174]. Dp16 mice contain also a partial duplication of
the mouse chromosome 16, but unlike Ts65Dn mice, they contain a duplication of only
the parts of chromosome 16 that are homologous to HSA21. Their study thus provided a
region of HSA21 containing genes that cause hyperglycemia and suggested a link between
DS and abnormal glucose and energy metabolism. Further investigations are needed to
determine whether some of the genes with abnormal expression in DS could be linked to
defective {3 cell proliferation and/or secretory function, thus increasing the risk of diabetes.

4. Conclusions

It is well established that the prevalence of TIDM is higher in DS population compared
to the general population. This seems to be due to the disorders of immune system in DS,
caused by genetic and environmental factors, although mechanisms involved still need to
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be better defined. Moreover, genes located on HSA21 that confer a specific susceptibility to
T1DM in DS patients, need to be further investigated.

On the other hand, while higher rates of overweight and obesity are consistently
reported in individuals with DS [175], the association between DS and T2DM has not been
thoroughly investigated, and references on insulin resistance indexes in DS are scarce in
the literature. Recent studies in animal models and human cells, linking genes in HSA21
(RCAN1, DYRKI1A, etc.) to 3 cell growth and secretory function, have opened new research
avenues to explore the potential impairment of pancreatic and extra pancreatic metabolic
tissues in DS. Numerous studies have demonstrated the beneficial effects of DYRK1A
inhibition not only for 3 cell proliferation but also for cognitive improvement [176]. Find-
ing new molecular targets in order to limit not only the development of diabetes but also
ID in DS patients could provide therapeutic solutions for two interconnected conditions:
diabetes and cognitive deficits.

In summary, fortunately, with improved medical care for DS individuals, their life
expectancy has greatly increased over the last decades. However, given the increased risk
of comorbidities including obesity and diabetes in DS, the understanding of mechanisms
linking these pathologies, and the identification of effective interventions for this special
population is crucial and warrant additional research.
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AgRP agouti-related protein

APP Amyloid Precursor Protein

ARC arcuate nucleus

AIRE autoimmune regulator

BMI body mass index

CART cocaine- and amphetamine-related transcript
DMN dorsomedial nucleus

DS Down syndrome

DSCR Down Syndrome Critical Region

DEXA dual energy X-ray absorptiometry

DYRK1A  Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1
GERD gastroesophageal reflux disease

GSK3 3 Glycogen synthase kinase 3 beta

HDL high density lipoprotein

HLA Haplotype Leukocyte Antigen

HSA21 human chromosome 21
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ID intellectual disability

IL- interleukin-

IL-1RA  interleukin 1 receptor antagonist
IFN-y interferon gamma

KO knock-out

LDL low density lipoprotein

LHA lateral hypothalamic area

mTEC medullary thymic epithelial cells
NAc nucleus accumbens

NFAT nuclear factor of activated T cells
NPY neuropeptide Y

OSA Obstructive sleep apnea

PBF percentage of body fat
POMC  proopiomelanocortin

PVN paraventricular nucleus
RCAN1 Regulatory of Calcineurin 1
SNV single nucleotide variation

SOD1 Superoxide dismutase 1
T1DM Type 1 diabetes mellitus
T2DM Type 2 diabetes mellitus

T3 3,5,3'-triiodothyronine

T4 Thyroxine

TH thyroid hormone

TNF-«  Tumor necrosis factor alpha

TRH Thyrotropin releasing hormone
TSH Thyroid stimulating hormone
VMN ventromedial hypothalamic nucleus
VTA ventral tegmental area
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Troubles de la vision et de I'audition

Le SD est associé avec de nombreux troubles ophtalmiques. En effet, il est estimé que ces
anomalies sont retrouvées chez pres de 40% des enfants agés de moins d’un an puis jusqu’a
80% des enfants entre 5 et 12 ans (Roizen and Patterson, 2003). De rares cas de cataractes
congénitales peuvent étre présentes a la naissance mais leur fréquence augmente avec |I’age
(Tataru et al.,, 2020). Une étude brésilienne rapporte que les erreurs de réfraction
(hypermétropie, astigmatisme, myopie et presbytie) concernent 36% des patients tout age
confondu (Bermudez et al., 2020). Un strabisme, un nystagmus, un kératocone (déformation
de la cornée), une obstruction des canaux lacrymaux ou une blépharite (inflammation de la
paupiere) sont d’autres atteintes ophtalmiques retrouvées chez ces individus et nécessitent

une surveillance a tout age.

Concernant 'audition, les atteintes sont bien plus élevées chez les patients avec SD que dans
la population générale. 40 a 50% des nouveau-nés présentent des conduits auditifs externes
plus étroits (Strome, 1981). Les otites séreuses sont un motif de consultation courant puisque
93% des enfants avec un SD agés d’un an sont concernés (Barr et al., 2011). Enfin, les pertes
auditives sont trés fréquentes puisqu’elles atteignent 38 a 78% des patients tout dge confondu
(Lagan et al., 2020). Ces troubles auditifs peuvent fortement impacter le développement du

langage chez les enfants avec SD.

Atteintes de la fonction reproductrice

Concernant les garcons, les cas de cryptorchidie (absence de descente d’'un ou des deux
testicules dansle scrotum) et d’hypospadias (anomalie d’ouverture de |'urétre) sont similaires
a ceux retrouvés dansla population générale (Arnell et al., 1996). Cette méme étude rapporte
qgue l'dge de I'apparition de la puberté n’est pas affecté chez les individus avec SD mais les
patients présentant un dysfonctionnement de la glande thyroide n’ont pas été inclus (Arnell
et al., 1996). Des cas de puberté précoce sont rapportés chez des petites filles avec SD en
association avec une hypothyroidie (Chemaitilly et al., 2003). La fertilité chez les femmes avec
SD est diminuée par rapport a la population générale mais elles restent fécondes (Bovicelli et
al., 1982). Les hommes sont considérés comme étant infertiles mais des cas de paternité ont

déja été rapportés (Jazayeri and Gorjizadeh, 2020; Pradhan et al., 2006).
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Les causes d’hypo ou d’infertilité ont été peu caractérisées chez ces individus néanmoins
certaines études rapportent un potentiel role de DYRK1A dans des modeéles animaux (Dard et
al., 2021). L’age de la ménopause chez les femmes avec SD est avancé. D’apres une étude
américaine, elle se produit en moyenne vers 46 ans, contre 51 ans dans la population générale
féminine, et sans impact de la présence d’une hypothyroidie (Brambilla et al., 1994; Seltzer et
al., 2001). De plus, la diminution des cestrogenes concomitante a cette ménopause précoce
favorise le déclin cognitif et I'apparition de démence associée avec la MA chez ces femmes

(Patel et al., 2001; Schupf et al., 2018).

Troubles cognitifs du SD

Déficience intellectuelle

Généralités

L’Organisation Mondiale de la Santé définie la déficience intellectuelle (DI) comme étant : «
un arrét du développement mental ou un développement mental incomplet, caractérisé par
une insuffisance des facultés et du niveau global d’intelligence, notamment au niveau des
fonctions cognitives, du langage, de la motricité et des performances sociales ». L'origine est
un défaut précoce du neurodéveloppement durant I’enfance et/ou la vie foetale (Marrus and
Hall, 2017). Elle touche 2 a 3% de la population mondiale et est prépondérante chez les

individus de sexe masculin.
Les causes peuvent étre d’origine :

- Génétiques a 50% : syndrome de I’X fragile, syndrome de Down, syndrome de Prader-
Wwilli, ...

- Environnementales dont I’exposition peut avoir lieu en période prénatale (exposition
a un virus, médicaments, alcool, radiations, ...) ou postnatale (infections, hypoxie,
prématurité, etc).

- Ou liées au développement d’autres pathologies telles que |'épilepsie sévere, la

phénylcétonurie.

Le Quotient Intellectuel (Ql) est une mesure permettant de quantifier les fonctions

intellectuelles d’un individu en référence a la population saine de méme age.
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On considere qu’il y a une DI lorsque le QI est inférieur a 70. Elle est classée par degré de
sévérité :

- Légere : score entre 50 et 69

- Moyenne : entre 35 et 49

- Sévere :entre 20 et 34

- Profonde : score inférieur a 20

Concernant les patients porteurs du SD, le Ql se situe généralement entre 30 et 70 avec une
majorité d’individus dont les scores sont situés dans les catégories de DI moyenne a sévere

(Grieco et al., 2015).

Atteintes cognitives

Troubles de la communication

Bien qu’ils soient variables entre les individus, les troubles de la communication sont
clairement établis dans le SD. Ils résultent plus de déficits liés a la communication verbale que
de la communication non-verbale (Franco and Wishart, 1995; Rast and Meltzoff, 1995). Ceci
est trés certainement en lien avec la diminution de la taille des régions frontales et temporales
gui sont impliquées dans la procession du langage (Smigielska-Kuzia et al., 2011; Wang et al.,
2021). De plus, ils possédent plus de capacités a la compréhension d’un langage verbal, malgré
les problémes d’audition qui peuvent impacter I'apprentissage, plutdét que dans I’expression
de ce langage. Le développement des babillages des bébés avec SD est peu perturbé
comparativement aux enfants du méme age (Smith and Oller, 1981). Les premiers mots sont
prononcés a un age plustardif que les enfants sans SD et progressent de facon pluslente dans
I"apprentissage des mots, la syntaxe et la phonétique. Ceci est en lien avec un défaut de
mémoire a court terme (Kanno and lkeda, 2002) et a I’hypotonie associée aux anomalies
craniofaciales qui rend I'articulation des mots plus difficiles (Chapman et al., 1998). La mise en
place d’'une stimulation précoce et de méthodes adaptées parles parents et les professionnels
de santé permet d’améliorer les différentes composantes de la communication chez ces

enfants (Cuilleret, 2007).
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Troubles de la mémoire

La performance du stockage de l'information a court et a long terme peut varier selon les
modalités de la transmission de cette information, c’est-a-dire si elle est d’origine verbale ou

visuo-spatiale.

Mémoire a court terme

La mémoire a court terme est un processus de mémorisation pendant une période courte
allant de quelques secondes a quelgues minutes. On peut y distinguer la mémoire de travail
gui consiste en la rétention courte d’informations associée a son traitement immédiat dans le
but de réaliser une tache. La mémoire verbale de travail est impactée chez les patients avec
SD, tout au long de leur vie (Godfrey and Lee, 2018). A I'inverse, la mémoire visuo-spatiale de
travail est plutot préservée chez les enfants avec SD comparativement avec des enfants du
méme age avec une DI d’autres étiologies (Carney et al., 2013; Jarrold and Baddeley, 1997).
Mais elle reste néanmoins affectée par rapport a des enfants sans DI (Godfrey and Lee, 2018).
L'utilisation de repéres visuo-spatiaux comme soutien est considéré comme bénéfique dans

le cadre d’apprentissages des individus avec SD (Duarte et al., 2011).

Mémoire a long terme

La mémoire a long terme est un processus de mémorisation d’informations pouvant étre
restituée dans les minutes, heures, mois ou années plus tard. Elle est divisée en mémoire
implicite et explicite. La mémoire implicite regroupe la mémoire procédurale (automatismes
inconscients) et I’'amorcage (impact inconscient de la perception préalable d’un stimulus). La
mémoire explicite comprend la mémoire sémantique (mémoire du langage, de la
connaissance de soi et du monde) et la mémoire épisodique (rappel d’expériences, situation

dans I’espace et le temps et de projection dans le futur).

La mémoire explicite est particulierement perturbée chez les patients avec SD. Par exemple,
la restitution d’une liste de mots apres un délai est moins bonne chez les enfants atteintsd’un
SD que chez des enfants avec et sans DI (DI d’étiologies différentes que du SD) (Carlesimo et
al., 1997). Comme présenté dans la revue de Godfrey et Lee, cette mémoire est affectée dans

la majorité des études, qu’elle soit verbale ou visuo-spatiale, avant méme I'dge de 5 ans et
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persiste tout au long de la vie des patients (Godfrey and Lee, 2018). A 'inverse, la mémoire

implicite est peu impactée (Vicari, 2001).

Les atteintes de la mémoire chez les patients avec SD ne sont pas semblables a d’autres
maladies génétiques avec DI (Carlesimo et al., 1997). Par exemple, les patients atteints du
syndrome de Williams (microdélétion d’une partie du bras long du chromosome 7) présentent
peu d’atteintes de la mémoire a court terme (Jarrold et al., 2007). Ces caractéristiques propres

ala Dl en cas de SD ne sont pas corrélées a la DI liée aux défauts neurodéveloppementaux.

Troubles du spectre autistique

Les troubles du spectre autistique (TSA) sont des troubles d’origine neurodéveloppementale
caractérisée par une difficulté de communications et d’interaction sociales et/ou des schémas

comportementaux répétitifs et limités parfois associés a une DI.

Les données suggerent une augmentation de la prévalence des TSA chez les enfants atteints
du SD. Selon les études, cette prévalence est comprise entre 7 et 42% chez les enfants avec
SD (DiGuiseppi et al., 2010; Oxelgren et al., 2017; Warner et al., 2014). Cette hétérogénéité
pourrait néanmoins étre le reflet de critéres de diagnostic disparates ainsi que des différences

dans I’échantillonnage des patients.

Généralement, les TSA sont diagnostiqués de facon plus tardive chez les enfants avec SD car
ils peuvent étre confondus avec les caractéristiques du SD et a la présence de comorbidités
(Rasmussen et al., 2001). Cette étude rapporte que les patients avec SD sont plut6t
diagnostiqués a I’age de 14 ans en moyenne comparativement aux enfants avec TSA sans SD,
a I’age de 6 ans. Les complexités de diagnostic sont notamment liées au fait que les patients
avec SD présentent des difficultés dans |'expression du langage comme présenté
précédemment, qui est une des caractéristiques des TSA, mais aussi au fait que la sociabilité
de cesindividus est moinsimpactée et est considérée comme une force dans le SD (Dimachkie

Nunnally et al., 2021; Fidler et al., 2008).

Chez les adultes avec SD et TSA diagnostiqués, il est rapporté qu’ils vivent de fagon moins
autonome avec une occurrence plus importante de troubles comportementaux et qu’ils sont
plussujets a l'isolement social comparativement a des individus avec SD seulement (Esbensen

et al,, 2010).
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La détection la plus précoce des signes de TSA dans cette population, adaptée au phénotype
cognitif caractéristique des enfants avec SD, pourrait permettre des interventions pour

prévenir et minimiser les risques d’autisme.

Anomalies cérébrales

Atteintes structurelles du cerveau

Parietal lobe

Normal volume and
altered microarchitecture
of pyramidal cells

Frontal lobe 4
Reduced volume Basal ganglia
and larger Normal
minicolumns
with fewer Temporal lobe Hippocampal system
cells Reduced volume, reduced Altered microarchitecture
number of granule cells, and of pyramidal cells
altered microarchitecture
of pyramidal cells
Basal prosencephalon
Early cholinergic degeneration
Cerebellum
Information acquisition Amygdala Hypoplasia and
Normal reduced number
l of granule cells

Information storage

Information processing Brainstem
Altered serotoninergic,
noradrenergic, and

Information retrieval cholinergic systems

Figure 7 : Anomalies structurelles du cerveau chez les patients avec SD.

D’apres (Lott and Dierssen, 2010)

D’un point de vue structurel, comme précédemment évoqué, les individus avec SD présentent
une diminution de la taille du cerveau associée a une brachycéphalie, un aplatissement de
I’arriére et une diminution de la longueur du crane, visibles dés le stade foetal (Guihard-Costa
et al., 2006). Les lobes frontal et temporal présentent une diminution de leur volume tandis
gue les régions pariétales et occipitales sont peu impactées. Le lobe temporal et
particulierement I’hippocampe est un des responsables des processus de mémorisation
notamment de la mémoire explicite, particulierement affectée dans le SD comme

précédemment décrit.
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Chez des foetus avec SD, I'hippocampe et notamment le gyrus denté sont mal structurés
(Sylvester, 1983). Des études sur des cerveaux d’enfants avec SD ont montré une diminution
de la taille de I’hippocampe (Pinter et al., 2001a). Le lobe frontal est lui impliqué dans
I"articulation du langage et la mémoire de travail aussi impactés chez les patients (Raz et al.,

1995).

Une hypoplasie et une forme anormale du cervelet sont également présentes (Figure 7)
(Pinter et al., 2001b; Wisniewski, 1990). Ces anomalies cérébelleuses sont en lien avec les
déficits moteurs et également non-moteurs, notamment la mémoire, les fonctions exécutives
et le langage, retrouvées chez ces patients. Les ganglions de la base ont une morphologie
normale expliquant pourquoi la mémoire implicite est relativement peu atteinte chez les
individus avec SD malgré les altérations du cervelet. Néanmoins, des cas de calcification de
ces noyaux, associés a des altérations de la structure des vaisseaux, ont été rapportés chez
des patients adultes avec SD et sont relatifs au vieillissement accéléré de cette
population (Mann, 1988b) . L'amygdale est une structure impliquée dans le traitement des
émotions, notamment négatives telles que la peur, ainsi que de la mémoire associée a ces
stimuli. Elle est considérée comme peu atteinte chez les enfants avec SD, elle présente le
méme volume que des individus sans SD du méme age (Pinter et al., 2001a). Chez des patients
adultes atteints de démence de type Alzheimer, elle est significativement réduite
comparativement a des patients controles et a des patients avec SD mais sans démence

(Aylward et al., 1999).

Atteintes cellulaires

Altérations neuronales

Les atteintes neuronales sont de différents niveaux dans le SD. Pour la plupart, elles sont
visibles dés le stade foetal et persistent durant le développement et a I’dge adulte. Elles
consistent a la fois en des atteintes sur la densité neuronale, due a une diminution de la
neurogénese et une augmentation de I'apoptose, mais également a des anomalies concernant

les synapses et dendrites et des défauts de myélinisation.

Des anomalies de prolifération cellulaire sont visibles au stade feetal. Chez I'humain, la
neurogénese débute a 4-5 semaines de gestation mais elle n’a pas été caractérisée dans le SD
du fait de prélevements peu disponibles a ce stade.
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A 14 semaines, les cortex de foetus avec SD présentent une différence d’expression de génes
impliqués dans le développement et la différenciation neuronale (Olmos-Serrano et al., 2016).
Entre 17 et 23 semaines de gestation, des foetus avec SD présentent une diminution de la
prolifération cellulaire dans les zones ventriculaires et sous-ventriculaires du cortex frontal,
de I’hippocampe, notamment dans le gyrus denté, et dans le cervelet (Contestabile et al.,
2007; Guidi et al., 2008; Stagni et al., 2020, 2019a). Des altérations du cycle cellulaire sont
mises en cause dans ce défaut de prolifération. L'étude de Contestabile et al. (2007) montre
une réduction du cellules en phase M et une augmentation du nombre de cellules en phase
G2 suggérant un blocage du cycle cellulaire dans I'hippocampe et la matrice germinale de
foetus avec SD (Contestabile et al., 2007). A ces stades de développement, la majorité des
cellules constituant le cerveau sont neuronales (de I'ordre de 75 a 95%). Des marquages
neuronaux notamment de la tubuline B viennent confirmer une diminution de ce type
cellulaire (Engidawork et al., 2003). Une augmentation de I'apoptose des neurones dans
I’hippocampe est également mis en évidence a ces mémes stades de développement (Guidi
et al., 2008). Chez des adultes, des profils d’expression modifiés de protéines régulant
I’apoptose ont été montré dans le lobe frontal et le cervelet (Engidawork et al., 2001;
Gulesserian et al., 2001). Des défauts de maturation neuronale ont également été mis en
évidence chez des individus avec SD tels qu’une diminution de la densité synaptique et une
morphologie anormale des synapses (Kaufmann and Moser, 2000). Les dendrites sont
également affectées puisqu’elles présentent une diminution de leur nombre et de leur
longueur (Benavides-Piccione et al., 2004). Ces processus de synaptogénése et d’arborisation
dendritique sont notamment contrélés par les astrocytes qui sont impactés dans le SD. De
plus, I'étude d’Abraham et al. (2012) a montré des défauts de myélinisation des axones dans
I’hippocampe de cerveaux avec SD dés le stade foetal et persistant a I’dge adulte (Abraham et
al., 2012). Ces défauts sont également présents dans des régions corticales, y compris dans le
lobe temporal. Des analyses de la matiére blanche de patients adultes montre une diminution

de la densité de fibres myélinisées et des diameétres axonaux plus petits (Fenoll et al., 2017).

Ces atteintes neuronales sont responsables en partie du phénotype cognitif associé au SD

notamment en termes d’apprentissage et de mémoire.
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La diminution du nombre de neurones est directement en lien avec la diminution de la taille
du cerveau, les atteintes de plasticité synaptique et d’arborisation dendritique ainsi que

I’hypomyélinisation impactant la connectivité neuronale.

Atteintes des cellules gliales

Astrocytes :

Les astrocytes sont des cellules jouant un role fondamental dans le systéme nerveux. Elles ont
un réle nourricier auprés des neurones et assurent la barriéere hémato-encéphalique. Elles
assurent la recapture des neurotransmetteurs libérés dans la fente synaptique et sont
responsables de I’"homéostasie ionique. Ces cellules interviennent dans les processus de
maturation neuronale en libérant ou en régulant des facteurs stimulant la synaptogénése et
la formation des épines dendritiques (Christopherson et al., 2005). Elles sont aussi capables

de s’activer suite a un stimulus et de participer a la réponse neuroinflammatoire.

Des études ont montré une augmentation du nombre de cellules GFAP (glial fibrillary acidic
protein) positives, un marqueur astrocytaire, dans I’hippocampe de feoetus avec SD
comparativement a des foetus sains entre 18 et 20 semaines de grossesse (Zdaniuk et al.,
2011). Dans le cerveau d’enfants, la quantification des marqueurs astrocytaires S100B (5100
calcium-binding protein ) (dont le géne est localisé sur le chromosome 21) et GFAP rend
compte d’'une augmentation du nombre d’astrocytes dans I’hippocampe, le lobe frontal et le
lobe occipital (Becker et al., 1991). Cette astrogliogénese est également visible chez des
patients adultes. A des ages avancés, elle est combinée & une réactivité astrocytaire dans
certaines régions du cerveau, telle que I'amygdale, en lien avec les plaques amyloides et la

dégénérescence neurofibrillaire (Murphy et al., 1992).
Oligodendrocytes :

Les oligodendrocytes sont les cellules responsables de la synthése de la gaine de myéline pour
préserver l'intégrité des axones et accélérer la propagation du signal. L'oligodendrogénése est
a priori peu impactée dans le SD. Des études ont montré dans |I’"hippocampe de feetus entre
14 a 18 semaines de gestation une augmentation du nombre de cellules exprimant OLIG2
(oligodendrocyte lineage transcription factor 2), un facteur de transcription spécifique des

oligodendrocytes et dont le géne situé sur le chromosome 21 est surexprimé (Lu et al., 2012).
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Des équipes américaines ont réalisé une étude de transcriptomique comparative de cerveaux
de foetus a partir de la 14°™ semaine de grossesse et de patients jusqu’a I’Age de 42 ans. llsy
révélent des différences dans le transcriptome indiquant une différentiation et une
maturation des oligodendrocytes altérées comparativement aux cerveaux issus d’individus
contrbles, qui seraient a I'origine des défauts de myélinisation dans le SD (Olmos-Serrano et

al., 2016).

Les neurones, astrocytes et oligodendrocytes proviennent des mémes précurseurs ; les
cellules de la glie radiaire. L’activité neurogénique et gliogénique de ces cellules est controlée
a la fois dans I’'espace et dans le temps sous l'influence de plusieurs types de signaux.
L'augmentation du nombre d’astrocytes et d’oligodendrocytes au dépend des neurones dans

le SD résulterait d’un shift « gliogénique » anormal (Reiche et al., 2019).
Microglie :

La microglie correspond au macrophages résidents du cerveau. Ces cellules n’ont pasla méme
origine que les neurones, astrocytes et oligodendrocytes provenant du neurectoderme mais
descendent de la lignée mésodermique. Elles ont pour role de surveiller le cerveau et
d’éliminer par phagocytose les cellules apoptotiques et les débris cellulaires en conditions
normales. Elles sont également impliquées dans le neurodéveloppement ; elles régulent
notamment le nombre de précurseurs neuronaux et de neurones et sont responsables de du
remodelage et de |’élagage synaptique. Ces cellules sont également capables de s’activer sous
certaines conditions et d’induire une réponse inflammatoire. Le changement d’état de la
microglie est visible par un changement de conformation. Dans des conditions normales, elles
sont de forme ramifiée. En cas d’activation, elles adoptent une forme plus « ramassée »,
hypertrophique, caractérisée par une diminution du nombre et de la longueur des
prolongements avec une augmentation de la taille du soma (Figure 8). L’activation chronique
de ces cellules peut induire des dommages neuronaux et synaptiques et contribuer a la

neurodégénérescence.

activated. TG

Figure 8 : Morphologies de la microglie selon son état d’activation.
Adapté de (Leyh et al., 2021)
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L'étude de Flores-Aguilar et al. (2020) révele que dans le cortex frontal d’enfants avec SD agés
de 1 a 10 ans, des modifications légeres de la morphologie de ces cellules, telles qu’une
augmentation de la taille du soma, peuvent étre observées comparativement a des enfants
du méme age. Elles sont associées a un profil d’expression augmenté de protéines
inflammatoires incluant des interleukines (IL-1a, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12) et les chemokines
IL-8, MDC (macrophage-derived chemokine), MIP-1B (macrophage inflammatory protein-
beta), GROa (growth-regulated oncogene) et G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor)
(Flores-Aguilar et al., 2020). A des stades jeunes adultes, les patients présentent une
diminution significative de la taille des prolongements cytoplasmiques avec un
environnement inflammatoire exacerbé. Chez des patients agés de 39 a 64 ans, la microglie
présente un profil morphologique hétérogéne avec I'observation de formes amiboides et
dystrophiques (sénescence, notamment caractérisée par un cytoplasme fragmenté, peu de
ramifications, etc). Néanmoins, la présence de ces formes trés activées et sénescentes des
cellules microgliales peut étre rapportée a la présence de lésions neuropathologiques de type
Alzheimer observée dans le SD. D’autres études confirment I’évolution de ce phénotype dans
le SD (Martini et al., 2020). L’étude transcriptomique de Pinto et al. (2020) réalisée sur des
hippocampes et des cortex préfrontaux de patients agés de 13 a 39 ans montre que plus de la
moitié des voies altérées sont relatives aux cellules microgliales et associées a un phénotype

activé comme démontré chez les souris (Pinto et al., 2020).

Altérations des neurotransmetteurs

Des altérations des neurotransmetteurs sont présentes et impliquées dans la
physiopathologie cognitive du SD. En effet, le systeme de neurotransmission est le support de
I'apprentissage et de la mémoire. La plasticité synaptique est le processus correspondant a la
modulation de la réponse synaptique en fonction de son activité. Une intense activation
synaptique va conduire a une augmentation de I'amplitude de la réponse post-synaptique,
processus se nommant la PLT (potentialisation a long terme). A I'inverse, la DLT (dépression a

long terme), correspond a une diminution de |'efficacité synaptique.

Dans le cortex préfrontal de foetus humain avec SD a 20 semaines de gestation, il a été montré
une diminution des concentrations de certains neurotransmetteurs tels que le GABA (gamma-

aminobutyric acid), la sérotonine et la dopamine (Whittle et al., 2007).
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Des études ont montré des altérations des systemes cholinergique, sérotoninergique,
glutamatergique et noradrénergique (Oka and Takashima, 1999; Phillips et al., 2016; Yates et
al., 1983).

Une des caractéristiques majeures observées est un déséquilibre de la balance excitation-
inhibition, plus particulierement di a un excés d’inhibition, médié par le GABA (Zorrilla de San
Martin et al., 2018). L’étude des modeles murins du SD ont permis d’explorer ce déséquilibre
et rapportent un excés d’activation des circuits inhibiteurs dans le cortex préfrontal et un
excés d’inhibition dans I'hippocampe (Zorrilla de San Martin et al., 2018). Ceci a pour
conséquence de diminuer la PLT hippocampique et ainsi d’affecter la mémoire et

I"apprentissage chez ces souris (Belichenko et al., 2007; Siarey et al., 1999).

Concernant I’excitation, qui est médiée par le neurotransmetteur glutamate, il a été montré
une diminution de ses niveaux dans I’hippocampe de cerveaux de patients adultes avec SD
(Reynolds and Warner, 1988). Chez les modéles murins, I’exces de signalisation GABAergique
participe a diminuer I’activation des récepteurs au glutamate NMDA (N-methyl-D-aspartate)
dans I’hippocampe. Néanmoins, il a également été montré la DLT médiée par ces récepteurs
NMDA est augmentée dans cette méme structure en réponse a une activation continue (Scott-

McKean and Costa, 2011).

Une dégénérescence de la neurotransmission cholinergique (BFCN : basal forebrain
cholinergic neurons) a été mise en évidence chez des modeéles murins du SD ayant pour origine
une diminution des récepteurs au NGF (Nerve Growth Factor) et de I|’acétylcholine
transférase, enzyme impliquée dans la synthése d’acétylcholine (Granholm et al., 2000). De
plus, les adultes avec SD montrent une diminution des terminaisons cholinergiques dans

I’hippocampe (Schliebs and Arendt, 2011).

Des niveaux de noradrénaline plus faibles ont été découverts dans les régions corticales et
subcorticales de cerveaux post-mortem provenant d’individus avec SD (Risser et al., 1997). Un
modéle murin du SD rapportent également une dégénérescence des neurones

noradrénergiques du locus coeruleus (Salehi et al., 2009).
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Genes impliqués dans le phénotype cognitif

Le chromosome 21 est le plus petit chromosome humain, il représente 1% du génome et
contient 225 génes codants identifiés. La comparaison de tissus provenant de patients avec
SD a des tissus d’individus contréles a permis de nuancer I'effet des 3 copies sur I’expression
des genes. En effet, cette copie supplémentaire n’induit pas forcément une surexpression des
génesd’un facteur 1,5 par rapport auxindividus sans SD. La majorité de I’expression des genes
portés par le chromosome 21 est compensée, certains sont surexprimés voire amplifiés et

d’autres sont sous-exprimés (Figure 9) (Ait Yahya-Graison et al., 2007).

Class | -
1.30 Gene-dosage 1.67
effect
30 genes
1.64 Class Il - Amplified 227
9 genes
Class lll -
0.74 Compensated 14
77 genes and predictions
Class IV - Variable
1.08 20 genes 1.6
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1 1 1 l 1 1 1 1 I 1 1 1 1 l 1 1 L. Ratio
L] L) 1 l 1 L] ) L] I T L] 1] 1 I 1 1 »
1 1.5 2 DS/control
Cco TION

GENE-DOSAGE EFFECT

Figure 9 : Classification des genes du chromosome 21 selon leur expression dans le syndrome

de Down.
D’aprés (Ait Yahya-Graison et al., 2007)

Région critique du chromosome 21

L'étude de patients présentant une trisomie 21 partielle a permis d’identifier une région
particulierement importante pour I’expression du phénotype dans le SD. Cette région de 2,5
mégabases localisée sur les bandes q22.1 et q22.2 entre les génes CBR1 (Carbonyl Reductase
1) et ERG (ETS-related gene) est nommée DSCR pour « Down syndrome critical region » et
contient des génes dont la duplication est associée aux caractéristiques principales du SD

(Figure 10) (Delabar et al., 1993).
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Figure 10 : Localisation de la DSCR sur le chromosome 21.

Adapté de (Hewitt et al., 2007)

Néanmoins, la participation de cette région du chromosome 21 comme seule contributrice au
phénotype du SD a été nuancé. Par exemple, I'étude de plusieurs modeles murins du SD a mis
en évidence que la duplication seule de I’équivalent de cette région chez les souris n’est pas
suffisante pour observer la totalité des anomalies craniofaciales (Olson et al., 2004). Des
analyses conduites sur une trentaine de patients présentant une trisomie partielle contenant
ou non la DSCR ont montré qu’il n’y avait pas de régions spécifiques responsables de la
majorité des caractéristiques du SD mais suggérant plutét une participation de génes répartis

le long du chromosome 21 (Korbel et al., 2009).

DYRKIA

Le géne Dyrk1A est situé sur le chromosome 21 humain et plus précisément dans la DSCR. Il
code une sérine thréonine kinase impliguée dans de nombreux processus via la
phosphorylation de ses différents substrats. Son implication dans le phénotype des patients
en fait aujourd’hui une cible thérapeutique majeure pour corriger les déficits cognitifs des
individus portant une trisomie 21. Son rble dans le systéme nerveux a tout d’abord été
identifié via son homologue minibrain (mnb) chez la drosophile (Tejedor et al., 1995). Une
mutation de ce géne conduit a une diminution de la prolifération des neuroblastes et a pour
conséquence une réduction de la taille des hémisphéres cérébraux centraux et des lobes
optiques chez la drosophile adulte. Chez I’humain, le syndrome MRD7 (mental retardation
autosomal dominant 7) ou DYRK1A est la conséquence de mutations ou de la délétion du géne
Dyrk1A. Il est caractérisé notamment par une microcéphalie avec une déficience intellectuelle
modérée a sévére, un retard psychomoteur et de langage et des troubles du spectre autistique

(Jietal., 2015).
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Les modeéles murins qui surexpriment DYRK1A ont également mis en évidence I'implication de
cette protéine dans le systeme nerveux. De nombreuses études ont montré que la
normalisation de son expression ou la correction de son activité permettait d’améliorer les

capacités cognitives des souris.
Le géne Dyrk1A

Le gene Dyrk1A est situé sur le bras long du chromosome 21 dans la région q22.13. Il s’étend
sur 150 kilobases environ. 23 transcrits, 235 orthologues et 12 paralogues ont été identifiés

(source : Ensembl, version human (GRCh38.p13)).

Chez des patients atteints du SD et dans les modeles animaux, les niveaux de la protéine sont
augmentés d’un facteur 1,5 dans le cerveau mettant en évidence I'effet dose-dépendant du
gene (Dowjat et al., 2007). Chez ’lhomme, son expression est ubiquitaire (Figure 11). Il est
exprimé a la fois au cours du développement et a I’dge adulte.
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Figure 11 : Expression tissulaire de DYRK1A chez I’lhomme.

Source : genecards.org (version 5.15)

L’expression de ce géne varie selon les tissus et I’age. Chez le rat nouveau-né par exemple,
son expression est forte dans le systeme nerveux central et dans le cceur tandis qu’elle est
largement inférieure dans le foie, les poumons, la rate et les reins (Okui et al., 1999). Durant
le développement du cerveau chez la souris, son expression suit une dynamique spatio-
temporelle en 4 phases : une expression transitoire chez les progéniteurs intermédiaires, une
expression régulée en fonction du cycle cellulaire chez les progéniteurs neuronaux, une
expression transitoire chez les neurones nouvellement formés et une expression persistante

chez les neurones matures (Hammerle et al., 2008).
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La protéine DYRK1A : structure, localisation cellulaire

Structure et localisation cellulaire :

DYRK1A fait partie de la famille DYRK contenant 4 autres membres (DYRK1B, DYRK2, DYRK3 et
DYRK4) et est caractérisée par la présence d’un domaine kinase et d’'une séquence DH (DYRK-
homology box) (Figure 12). Quatre de ces membres présentent un signal de localisation
nucléaire (NLS) en N-terminal. DYRK1A présente un NLS supplémentaire dans son domaine
kinase ainsi qu’un domaine PEST (enrichi en proline (P), glutamate (E), sérine (S), et thréonine

(T)) et des répétitions d’histidine et de sérine/thréonine.

Y
NLS NLS PEST His S/T
DYRK1A N c
763 aa o
Y
NLS PEST
DYRK1B N c
629 aa —_—
Y
NLS |
601 aa . —
NAPA
Y
588 aa — o
NAPA
Y
NLS
DYRK4 N
—n —_— —
520 aa NAPA

Figure 12 : Structure des membres de la famille DYRK.

D’apres (Ananthapadmanabhan, 2015)

Cing isoformes de cette protéine sont connus, dont les deux majoritaires sont constitués de
763 et 754 acides aminés. Chez la souris, le plus long isoforme est exprimé de fagon ubiquitaire
pendant le développement et a I'age adulte, plus particulierement au niveau du systéme
nerveux central (Rahmani et al., 1998). Dans le cerveau humain, DYRK1A est retrouvé dans les
neurones, les astrocytes, les cellules épendymaires et endothéliales. Sa localisation
intracellulaire est cytoplasmique et nucléaire dans les neurones et exclusivement

cytoplasmique dans les autres types cellulaires (Wegiel et al., 2004).
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Concernant sa structure tridimensionnelle, elle comporte 5 feuillets [ orientés
antiparallelement et une hélice aC en N-terminal formant le lobe N. Le lobe C est constitué
d’hélices a. Ces deux lobes se connectent et forment une poche a ATP (adenosine

triphosphate), essentielle pour I'activité catalytique de cette protéine (Figure 13).

Figure 13 : Visualisation des lobes N et C de DYRK1A avec une molécule d’ATP.

Le lobe N est indiqué par la couleur rose et le lobe C en jaune. La molécule d’ATP est visualisée en vert
(CPK). Réalisée sur PyMOL a partir de la structure PDB 5AIK de DYRK1A en interaction avec LDN-
211898.

Auto activation :

Pour induire son activation, DYRK1A s’autophosphoryle sur des résidus tyrosine, thréonine et
sérine. L'autophosphorylation sur sa tyrosine 312 ou 321 (selon I'isoforme concerné) entraine
une stabilisation de la conformation de son domaine kinase qui est requise pour son activité
catalytique (Himpel et al., 2001). Sa propre phosphorylation sur la sérine 530 module son
activité via son interaction avec la protéine 14.3.3 (Alvarez et al., 2007). D’autres sites
d’autophosphorylations ont été mis en évidence et ont pour effet de moduler plus ou moins

son activité.
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Régulation de DYRK1A

Régulation du niveau des ARNm de DYRK1A :

L'expression du gene est modulée par différents acteurs dans le cerveau. Une étude portant
sur I'impact de la surexpression d’Olig2 dans le cerveau en développement chez la souris a
montré que ce facteur de transcription est capable de réguler négativement son expression
(Liu et al., 2015). Dans I’'hippocampe de souris surexprimant p44, la fixation de ce dernier sur
le promoteur de Dyrk1A induit I’activation de son expression (Pehar et al., 2014). REST (RE1
silencing transcription factor), un facteur clé de la neurogénése, forme une boucle de
rétrocontréle négative avec DYRK1A et en régule sa transcription via la fixation sur un NRSE
(neuron-restrictive silencer element) de son promoteur (Lu et al., 2011). Dans une lignée de
cellules humaines issues d’un glioblastome, MEF2D, un facteur de transcription membre de la
famille des MEF2 (myocyte-specific enhancer factor 2), est capable d’activer la transcription
de I'isoforme 5 de DYRK1A (Wang et al., 2017). Dans d’autres contextes que le cerveau, il a
été montré que DYRK1A est notamment également régulé par le facteur de transcription E2F1
(E2F Transcription Factor 1) via la fixation a deux promoteurs différents dans des lignées de

cellules humaines (Maenz et al., 2008).

Apres I'étape de la transcription, les niveaux d’ARNm de DYRK1A sont connus pour étre
régulés par différents microARN (miR) dans le cerveau. La fixation du miR 26a-5p sur la région
3’-UTR (untranslated transcribed region) des ARNm de DYRK1A induit une régulation négative
et diminue I'accumulation de peptides A et I’hyperphosphorylation de Tau dans un modéle
de souris de la MA (Liu et al., 2020). La surexpression du miR 211-5p protege de |I'apoptose
des neurones hippocampiques dans un modele de dépression chez le rat via la régulation de
la synthése de DYRK1A (Shen etal., 2021). (Wang et al., 2017). |l a également été montré que
la surexpression du miR-204-5p dansles neurones dopaminergiques d’un modéle de souris de
la maladie de Parkinson régule positivement I’expression de DYRK1A via la fixation sur sa

région 3’-UTR (3’-untranslated region) (Chiu et al., 2019).
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Dans d’autres modeéles, DYRK1A est régulé par différents miR :

- p53, qui diminue indirectement les niveaux d’ARNm de DYRK1A en induisant
I'expression du miR-1246 dans une lignée de carcinome hépatocellulaire humain
(Zzhangetal., 2011).

- lemiR-199b, sous le controle de NFATc (nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic
1) et qui cible Dyrkla dans un modeéle d’hypertrophie cardiaque chez la souris (da Costa
Martins et al., 2010). Dans |’hippocampe de souris Ts65Dn agées de 5 mois,
I'augmentation des niveaux d’ARNm de DYRK1A est également corrélée a une
diminution des niveaux de ce miR (Chaves et al., 2020).

- Dans un modele d’inflammation de type psoriasis, DYRK1A est une cible directe du
miR-215-5p (Liu et al., 2021).

- Le miR 369-3p régule négativement DYRK1A dans une lignée cellulaire issue d’un
cancer colorectal (Zou et al., 2018).

- LemiR-378a-3p stimule la progression de I'ostéolyse en inhibant DYRK1A (Wanget al.,
2022).

Régulation post-transcriptionnelles :

DYRK1A est une protéine qui est aussi régulée de facon post-transcriptionnelle par différents
acteurs. La traduction de DYRK1A durant la synaptogénese et le guidage des axones est
dépendante de la protéine Mena, qui participe a la formation d’un complexe
ribonucléoprotéique, notamment apres une stimulation par le BDNF (brain-derived

neurotrophic factor) (Vidaki et al., 2017).

Des phosphorylations et déphosphorylation par d’autres kinases ou par des phosphatases
peuvent modifier I’activité de DYRK1A. Via la phosphorylation de DYRK1A, la kinase LAST2
induit une augmentation de la phosphorylation de LIN52, une sous-unité du complexe
répresseur DREAM (Tschop et al., 2011). Une étude sur les cellules HEK293 (Human Embryonic
Kidney 293) a montré que la phosphatase PPM1B (Protein Phosphatase, Mg2+/Mn2+
Dependent 1B) inhibe I’activité de DYRK1A via la déphosphorylation de sa sérine 258 (Lee et
al., 2021). D’autres mécanismes sont capables de modifier I'activité de DYRK1A. SPRED1 et
SPRED2 (Sprouty Related EVH1 Domain Containing 1 et 2) sont capables de se fixer sur le

domaine kinase de DYRK1A et d’entrer ainsi en compétition avec ses substrats (Li et al., 2010).
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La protéolyse en région C-terminale par la calpaine | augmente son niveau d’activité dans le

cerveau de patients atteints de la MA (Jin et al., 2015).

Certaines études ont montré que la régulation de la localisation intracellulaire de DYRK1A
pouvait moduler son activité. Dans des cellules issues de gliomes, la ligase E3 TRAF2 (TNF
receptor-associated factor 2) ubiquitine DYK1A entre ses domaines PEST et His ce qui entraine
sa translocation a la membrane des vésicules ou elle peut phosphoryler Sprouty2 (Zhang et
al., 2021). Sa rétention dans le cytoplasme via son interaction avec TROAP (trophinin-
associated protein) conduit a la progression du cycle cellulaire des cellules HCC (hepatocellular

carcinoma) (Li et al., 2021).

Enfin, les niveaux protéiques de DYRK1A peuvent étre régulés via sa dégradation. MDM?2
(murine double minute 2), une E3 ubiquitine ligase médiée par p53, interagit physiquement
avec DYRK1A et I'ubiquitine ce qui conduit a sa dégradation par le protéasome (Xu et al.,
2019). Dans les cellules HEK, Liu et al ont montré que la E3 ligase SCFPFT™? ubiquitine DYRK1A
en N-terminal ce qui induit sa dégradation et permet la progression du cycle cellulaire (Liu et

al., 2016).
Fonctions et cibles de DYRK1A

DYRK1A est impliqué dans de nombreuses fonctions et de nombreux processus cellulaires
(Figure 14). Il est capable de phosphoryler des cibles diverses et de moduler I'effet de voies

de signalisation.

La détermination des cibles de DYRK1A telles que Tau et la caspase-9 a permis de déterminer
un motif consensus de phosphorylation: Arg-Pro-X-Ser/Thr-Pro (X, variable). DRYK1A
phosphoryle des résidus sérine ou thréonine de fagon préférentielle lorsqu’une arginine est
située en position -3 et une proline en position +1 (Himpel et al., 2000). Néanmoins, toutes
ses cibles ne présentent pas ce motif ce qui montre une certaine adaptabilité de DYRK1A a ses

substrats.

Ici, les cibles de DYRK1A présumées impliquées dans les déficits cognitifs du SD sont

présentées.
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Figure 14 : Fonctions et cibles de DYRK1A.
D’apres (Atas-Ozcan etal., 2021)

Roéle dans le cycle cellulaire et la neurogéneése :

Un des roles bien établis de DYRK1A est son implication dans le contréle du cycle cellulaire et
la neurogénese (Figure 15). La phosphorylation de la sérine 15 de p53 par DYRK1A induit une
augmentation de I’expression de ses cibles telles que p21¢'?%, une protéine inhibitrice des CDK
(cycline dependant kinase) permettant la progression dans le cycle cellulaire. La surexpression
de DYRK1A altere la transition de la phase G1/G0 a la phase S ce qui inhibe la prolifération des
progéniteurs neuronaux hippocampiques de rat (Park et al., 2010). La phosphorylation de
p27¥"1 un autre inhibiteur des CDK, sur sa sérine 10 par DYRK1A induit sa stabilisation et
conduit a un arrét du cycle cellulaire et a une différenciation précoce des précurseurs
neuronaux (Hammerle et al., 2011). Dans un modele de surexpression de DYRK1A dans le
cortex en développement de souris, DYRK1A médie des effets similaires via la phosphorylation
sur la thréonine 286 de la cycline D1, qui permet la transition de la phase GO/G1 a S. Cette
phosphorylation entraine son export nucléaire et sa dégradation (Yabut et al., 2010). NFATc
est également une cible de DYRK1A. Sa phosphorylation diminue son activité (Arron et al.,

2006).
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Des études ont montré que ce facteur de transcription était impliqué dans la survie, la
prolifération et la différenciation de précurseurs neuronaux issus de la ZSV (zone sous-
ventriculaire) de souriceaux nouveau-nés (Serrano-Pérez et al., 2015). REST forme une boucle
de rétrocontrole avec DYRK1A. Un déséquilibre des niveaux de DYRK1A entraine une
dégradation de REST. L’inhibition de DYRK1A, dans des précurseurs neuronaux issus de
cellules souches pluripotentes induites a partir de fibroblastes de foetus avec SD, améliore la

neurogénese et est notamment associée a une restauration des niveaux de REST (Hibaoui et

Reduced CCND1 expression
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Figure 15: Cibles de DYRK1A et mécanismes potentiels de I'impact de la surexpression de
DYRK1A dans le SD sur la neurogénése.
D’aprés (Feki and Hibaoui, 2018)

Roéle dans la transmission synaptique :

DYRK1A est également impliqué dans le fonctionnement du systeme nerveux a I’age adulte et
joue notamment un réle dans la transmission synaptique. Elle interagit avec des protéines
nécessaires pour le recyclage par endocytose apres une transmission synaptique. La
phosphorylation de MAP1A (Microtubule Associated Protein 1A) , MAP2, AP180 et les
adaptines a et B par DYRK1A conduit a la dissociation de ces protéines des vésicules a clathrine
(Murakami et al., 2012). Linitialisation de ces vésicules peut également étre perturbée par la
phosphorylation de la dynamine 1, I'amphiphysine 1 et la synaptojanine 1 dans les neurones
(Murakami et al., 2009, 2006).
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DYRK1A permet de réguler la concentration du récepteur NMDAR sur la membrane post-
synaptique en modifiant sa sous-unité GRIN2A (glutamate ionotropic receptor NMDA type
subunit 2A) et ainsi de diminuer son internalisation (Grau et al., 2014). Sprouty2, protéine
impliquée dans les processus d’endocytose régulant le trafic des récepteurs au niveau des
synapses, est colocalisée avec DYRK1A dans le cerveau et notamment dans les terminaisons
nerveuses (Aranda et al., 2008). DYRK1A phosphoryle Munc18-1 sur sa thréonine 479, un
régulateur de la libération de neurotransmetteur qui interagit avec la syntaxine 1, impliquée
dans la fusion des vésicules synaptiques (Park et al., 2012). Ces événements sont également
modulés par DYRK1A via son action sur la synapsine 1 qui est associée aux vésicules et |'a-
synucléine (phosphorylation de la sérine 87) qui interagit avec le complexe SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor) requis pour I'exocytose (Kim et
al.,, 2006; Nguyen et al.,, 2018). DYRK1A est également associé a des protéines post-
synaptiques, identifiées par des expériences de co-immunoprécipitation, tels que NR2B (N-
methyl D-aspartate receptor subtype 2B), PSD95 (postsynaptic density protein 95), SYNGAP1
(synaptic Ras GTPase activating protein 1) et CAMK2 (Ca ** /calmodulin-dependent protein
kinase Il) (Brault et al., 2021). Il a été montré que DYRK1A permet de réguler les facteurs de
transcription NFAT et CREB (C-AMP response element-binding protein) qui sont impliqués
dans le maintien de I’activité neurale dans le cerveau adulte (Arron et al., 2006; Yang et al.,

2001).

Réle dans la neuroinflammation et I’astrogliogénése :

DYRK1A a été montré comme pouvant interagir avec la voie JAK/STAT3 (just another kinase/
signal transducers and activators of transcription), connue pour promouvoir la
neuroinflammation et plus particulierement I'astrogliogénése (Chen et al., 2013; Zhu et al.,
2008). Dans un modele murin de la MA, il a été montré que des injections d’un inhibiteur de
DYRK1A permettait d’inhiber la phosphorylation de STAT3 et ainsi de réduire les niveaux de
cytokines pro-inflammatoires (Benoit Souchet et al., 2019). Par la suite, il a été découvert que
I"astrogliogénese dans le néocortex d’un modele murin du SD est liée a la surexpression de
DYRK1A et a I’activation de cette voie (Kurabayashi et al., 2015). DYRK1A est également lié a
la voie NFkB (nuclear factor-kappa B) qui régule I'inflammation. Sa surexpression entraine la

stabilisation de IkBa (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
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inhibitor, alpha) via I'inhibtion de la calpaine, empéchant ainsi la translocation nucléaire de

p65 et I'activation de la voie (Latour et al., 2019).

Réle dans I’apoptose :

DYRK1A a un rdle plutot protecteur dans I'lapoptose. La caspase 9 est recrutée et activée via
la voie mitochondriale de I'apoptose. Elle active en retour les caspases 3 et 7 conduisant a la
mort cellulaire (Budihardjo et al., 1999). DYRK1A est capable de phosphoryler la caspase 9 sur
sa thréonine 125 ce qui empéche son clivage et ainsi d’activer la voie (Seifert et al., 2008). La
phosphorylation de SIRT1 (sirtuine 1) sur la thréonine 522 induit la désacétylation de p53 ce
qui conduit a la levée de I'induction de I'apoptose (Guo et al., 2010). Enfin, il a été montré
dans des progéniteurs neuronaux hippocampiques que l'interaction et la phosphorylation de
DYRK1A avec Hip-1 (Huntingtin-interacting protein 1) résulte en une régulation négative de

I'apoptose de ces cellules (Kang et al., 2005).

Réle dans le développement de Iésions neuropathologiqgues de type Alzheimer :

Comme présenté précédemment, DYRK1A joue un role prépondérant dans le développement
deslésions neuropathologiques présentes chez les patients avec SD. APP et Tau sont des cibles
directes de DYRK1A. La surexpression de DYRK1A dans le SD participe a la formation précoce
de ces lésions via I'hyperphosphorylation de Tau conduisant a de I'agrégation neurofibrillaire.
La phosphorylation d’APP sur sa thréonine 668 est associée a une augmentation de son clivage
et de la production des peptides AP (Ryoo et al., 2008). La phosphorylation de la PS1
(presenilin 1) augmente I'activité d’'une enzyme responsable du clivage d’APP (Ryu et al.,
2010). A I'inverse, les interactions avec la NEP (neprilysin) et IDE (insulin degrading enzyme)
contribuent a diminuer leur activité et participe a I'accumulation des peptides AB (Asai et al.,

2017).
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Traitements ciblant la déficience intellectuelle
Modeles murins du syndrome de Down

Les modeles animaux et notamment murins sont largement utilisés en recherche afin
d’améliorer la compréhension des pathologies humaines, d’en comprendre les mécanismes
et de tester des stratégies thérapeutiques. Chez la souris, il n’existe pas de chromosome 21.
Néanmoins, il existe une synténie compléete entre les régions du chromosome 21 humain et

trois régions localisées sur les chromosomes murins 10, 16 et 17 (Figure 16).

Human Chim Rat Mouse Zebrafish Fruit Fly Nematode
Homo sapiens  Pan troglodytes Rattus norvegicus Mus musculus Danio rerio D hila melar (& habd, leg
"M = F
21 M20 1016177 169 X23 10m

Figure 16 : Organisation des genes orthologues du chromosome 21 humain de différentes
especes.

Issu de (Moyer et al., 2021)

Le plus grand nombre de genes homologues du chromosome 21 est porté par le chromosome
16 de la souris. Le modéle de souris Ts16, qui porte une copie supplémentaire du chromosome
16 murin, a permis de montrer des similitudes anatomiques et fonctionnelles avec des
embryons humains avec une trisomie 21 (Patterson and Costa, 2005). Néanmoins la plupart
des souriceaux ne sont pas viables a la naissance et les survivants meurent au bout de
guelquesjours. De plus, la présence de génes du chromosome 16 qui ne sont pas homologues
du 21 humain peut contribuer a I’apparition de phénotypes qui ne sont pas liés au SD.
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Le premier modele murin viable de trisomie 21 est le modele Ts65Dn obtenu en 1990
(Davisson et al., 1990). Depuis, I'avéenement des techniques de biologie moléculaire et de
modification du génome a permis de développer des modeéles du SD contenant des portions
plus ou moins grandes et précises des génes orthologues du 21 humain. D’autres modéles ont
été créés chez des espéces ayant des régions moins conservées telles que la drosophile et le
nématode et permettent notamment d’étudier les fonctions encore inconnues de certains
génes du chromosome 21. Dans cette partie, trois modeles murins figurant parmi les plus
utilisés pour la compréhension des relations génotype-phénotype dans le SD et pour lesquels
des stratégies thérapeutiques ont été testées sont présentés ; le modeéle Ts65Dn, le modele

Dp(16)1Yey et le modele Ts1Cje (Figure 17).
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Figure 17 : Régions orthologues du chromosome 21 humain dupliqués dans les modeles
Dp(16)1Yey, Ts65Dn et Ts1Cje.
Adapté de (Herault et al., 2017)

Le modele Ts65Dn

Ce modele, obtenu parirradiation, présente une copie additionnelle de 132 génes. La majorité
de ces génes sont localisés sur le chromosome 16 murin, et relatifs au chromosome 21 humain
(Davisson et al., 1990). Néanmoins, il y a également une portion dupliquée d’environ 4,8 Mb

qui correspond a des genes situés sur le chromosome 17 et qui ne sont pas homologues du

21.

Ces souris présentent une diminution du volume cérébral notamment du cervelet et une
diminution de la densité neuronale dans le cerveau notamment due a des défauts de
prolifération neuronale et a une différenciation altérée (Insausti et al., 1998). La mémoire
spatiale, la mémoire de travail et I'apprentissage sont impactées (Demas et al., 1998; Reeves

et al., 1995).
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Une diminution de la densité synaptique et une altération de la morphologie des synapses ont
été mises en évidence dans I’hippocampe de ce modéle (Belichenko et al., 2004; Popov et al.,
2011). Il a également été montré une diminution de la PLT dans I’hippocampe de ces souris,
en lien avec une altération de la balance excitation/inhibition due a une augmentation de

I'inhibition (Kleschevnikov et al., 2004).

Ce modele présente également des anomalies cardiaques congénitales et une diminution de
la masse osseuse et du turn-over osseux chez les males agés de 3 mois comparativement aux
contrbles (Fowler et al., 2012; Moore, 2006). L'analyse morphométrique du crane de ces
souris rapporte des anomalies craniofaciales correspondant a celles observées chez les
patients (Richtsmeier et al., 2000). Les males sont considérés comme étant infertiles (Davisson
et al., 2007). L’étude de Bartolucci et al. (2021) montre également une augmentation de la
prévalence des apnées obstructives durant le sommeil paradoxal de ces souris adultes par

rapport aux souris témoins (Bartolucci et al., 2021).

Le modele Dp(16)1Yey

Les souris Dp(16)1Yey porte une duplication de la totalité de la région synténique du
chromosome 21 localisée sur le chromosome 16 murin, obtenue a l'aide du systeme Cre-loxP
(Li et al., 2007). Cette région, située entre les génes Lipi et Zfp295 comporte 113 génes
orthologues. Des génes tels qu’App et DyrklA situés dans la région dupliquée sont
surexprimés d’un facteur 1,5 (Li et al., 2007). Ce modele présente des similitudes avec les

caractéristiques observées chez les patients atteints de SD notamment :

- Des anomalies cardiaques (CIV, CIA, valve mitrale, tératologie de Fallot) et digestives
(pancréas annulaire, malrotation intestinale) chez les embryons au stade E18,5 (Li et
al., 2007).

- Des malformations craniofaciales chez des souris adultes males et femelles (Starbuck
et al., 2014; Takahashi et al., 2020)

- Une diminution de la densité minérale osseuse chez les males Dp(16)1Yey agés de 3
mois (Sherman et al., 2022).

- Des otites séreuses chroniques (Bhutta et al., 2013)
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D’un point de vue du phénotype comportemental, ces souris présentent un déficit des
mémoires de travail, spatiale et associative et de I'apprentissage associée a une diminution
de la PLT (Duchon et al., 2021; Yu et al., 2010). L’étude du cerveau par IRM (imagerie par
résonance magnétique) chez ces souris agées de 3 mois environ montre une diminution du
volume du cerveau comparativement aux souris témoins, notamment du cervelet et de
I’hypothalamus (Duchon et al., 2021). Chez les souriceaux agés de 3 a 21 jours, des tests
montrent des retards de développement liés a I'acquisition des réflexes moteurs et
neurologiques plus particulierement a partir de la deuxieme semaine apres la naissance
(Goodliffe et al., 2016). Cette méme étude rapporte que le développement des précurseurs
neuronaux et la neurogénése des souris Dp(16)1Yey ne sont pas affectés durant le
développement embryonnaire. Quinze jours apres la naissance, les souriceaux présentent des
anomalies de certains types d’interneurones (diminution du nombre d’interneurones a
parvalbumine et a somatostatine) et de neurones excitateurs (cellules Tbrl+) dans le cortex
somatosensoriel (Goodliffe et al., 2016). Chez des souriceaux agés de 22 jours, une
neuroinflammation dans I’hippocampe et une élévation des niveaux de cytokines pro-
inflammatoires a été montré, associée a une diminution de la densité des épines dendritiques

(Pinto et al., 2020).

Le modele Ts1Cje

Ce modele de souris présente une translocation obtenue de facon fortuite durant la création
d’'un modele ciblant le gene Sod1. La copie additionnelle, fusionnée sur le chromosome 12,
comprend la région située entre les génes Sod1 et Mx1 du chromosome 16 murin et contient
94 génes orthologues du chromosome 21 humain (Sago et al., 1998). La caractérisation de ces
souris a permis de montrer des caractéristiques proches des patients avec SD tels qu’une
faiblesse musculaire, des défauts cardiaques congénitaux et un retard de croissance (Bala et
al., 2018; Ferrés et al., 2016). D’un point de vue comportemental, elles présentent des déficits
dans les tests de mémoire spatiale et une diminution de |'activité locomotrice (Sago et al.,
1998). Le volume du cervelet est diminué tout comme chez les Ts65Dn et la neurogénése a

I’age adulte est affectée (Ishihara et al., 2010; Olson et al., 2004).
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Stratégies thérapeutiques testées sur les modeles murins

Le développement des modeles murins du SD et leur caractérisation a permis de pouvoir
tester des stratégies thérapeutiques sur ces modeles, plus particulierementle modéle Ts65Dn,
et de plus en plus le modele Dp(16)1Yey. Quelques études ont également été réalisées sur les

souris Tslcje. Les molécules testées visent différents systemes ayant été montrés altérés.

Stratégies basées sur les altérations de la neurogénéese

L'administration de molécules supposées stimuler la neurogénése pour contrecarrer la
diminution du nombre de neurones a montré des effets bénéfiques chez le modéle Ts65Dn.
On peut citer notamment la fluoxétine, un inhibiteur de la recapture de la sérotonine utilisé
dans le traitement de la dépression. Il a notamment été montré que l'administration de ce
traitement chez des animaux adultes témoins augmentent la prolifération cellulaire dans
I’hippocampe (Malberg and Duman, 2003). Cette molécule a montré des effets bénéfiques sur
la neurogénése postnatale hippocampique des Ts65Dn mais également lorsqu’elle est
administrée au stade prénatal ce qui a permis I'amélioration des performances cognitives

(Bianchi et al., 2010b; Clark et al., 2006; Guidi et al., 2014; Stagni et al., 2015).

L'administration de lithium chez des souris adultes Ts65Dn a montré une restauration de la
neurogénese via la voie Wnt/B-caténine entrainant une amélioration des performances dans

les tests comportementaux (Bianchi et al., 2010a; Contestabile et al., 2013).

Un traitement prénatal avec de la curcumine rapporte une amélioration du poids du cerveau
associé a une augmentation de la prolifération cellulaire dans le gyrus denté et de la densité
des neurones granulaires matures résultant en une amélioration de la mémoire spatiale.
Néanmoins, I’effet sur la prolifération ne persiste surle long terme apres I'arrét du traitement

(Rueda et al., 2020).

L'administration de flavonoides a montré des résultats intéressants sur la prolifération
neuronale chez les souris Ts65Dn. La lutéoline améliore les performances comportementales
et stimule la neurogénése chez les souris adultes (Zhou et al., 2019). Le 7,8-DHF (7,8-
dihydroxyflavone), en traitement prénatal ou néonatal, augmente la prolifération cellulaire

notamment dans I’hippocampe (Stagni et al., 2021, 2017).
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Les acides gras tels que les acides oléique et linoléigue administrés pendant la période
prénatale entrainent une augmentation de la neurogéneése avec des effets persistants a I’age

adulte (Garcia-Cerro et al., 2020).

Une autre approche testée a été de stimuler la voie Shh (Sonic hedgehog), impliquée dans la
neurogénese, notamment hippocampique. L'augmentation du clivage d’APP par la y-sécrétase
entraine la libération d’AICD (amyloid precursor protein intracellular domain) qui induit la
répression de cette voie (Trazzi et al., 2011). ELNDOO6, un inhibiteur de la y-sécrétase, donné
en traitement néonatal chez des souriceaux Ts65Dn restaure la neurogéneése dans la ZSV et
I’hippocampe et le développement des synapses (Giacomini et al., 2015). Le SAG 1.1, un
agoniste de la voie, stimule la prolifération des cellules granulaires dans le cervelet lorsqu’il

est administré chez des souriceaux nouveau-nés (Roper et al., 2006).

La cyclosporine A, un immunosuppresseur, augmente la prolifération des précurseurs
neuronaux dans la ZSV et améliore le développement des épines dendritiques via la régulation

des niveaux de p21 (Stagni et al., 2019b).

L'étude de Latchney et al. (2015) rapporte des effets neurogéniques et neuroprotecteurs du
P7C3, un aminopropyl carbazole, en traitement aI’dge adulte chez les souris Ts65Dn (Latchney

et al.,, 2015).

La supplémentation en a-tocophérol (vitamine E) augmente la densité cellulaire dans

I’hippocampe via la diminution de la peroxydation des lipides (Shichiri et al., 2011).

Une étude de Corrales et al. rapporte que la mélatonine administrée en traitement pré et
postnatal n’a pas d’effet sur la neurogénése hippocampique de souris agées de 5 mois malgré

une régulation du stress oxydatif dans le cerveau (Corrales et al., 2017).

Stratégies basées sur la neuroinflammation

Compte tenu de la neuroinflammation observée dans le cerveau des patients avec SD et chez
les modeles murins tels que les souris Ts65Dn et Dp(16)1Yey, certaines molécules possédant

des propriétés anti-inflammatoires ont été testées.

La minocycline est un antibiotique faisant parti de la famille des tétracyclines et ayant montré
des propriétés anti-inflammatoires et neuroprotectrices notamment concernant la

dégénérescence des neurones cholinergiques. L'utilisation de ce médicament chez des souris
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Ts65Dn agées de 7 mois a permis de montrer une diminution de l'activation microgliale, la
préservation de la dégénérescence des neurones cholinergiques associées a de meilleures

performances dans les taches de mémoire de travail (Hunter et al., 2004).

L’étude de Rueda et al. (2018) a montré une augmentation des cytokines pro-inflammatoires,
notamment de I'lL-17A, dans I’hippocampe de souris Ts65Dn. L'administration d’'un anticorps
anti-IL17 permet de diminuer l'activation microgliale et I’expression de cytokines pro-
inflammatoires et de normaliser les niveaux d’APP et de peptides APB. Ces effets sont
accompagnés d’effets bénéfiques sur les capacités cognitives de ces souris (Rueda et al.,

2018).

RevE1 (resolvin E1) est un agent anti-inflammatoire lipidique faisant parti des SPM (specialized
proresolving mediators). Son administration sous-cutanée a des souris Ts65Dn de 8 a 9 mois
réduit l'activation microgliale dans |’hippocampe et les niveaux de cytokines pro-

inflammatoires plasmatiques et améliore les déficits de mémoire (Hamlett et al., 2020).

Le GM-CSF (cytokine granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), qui a une activité a
la fois pro et anti-inflammatoire, a montré des effets bénéfiques dans des modeles murins de
la MA (Boyd et al., 2010). Chez des souris Dp(16)1Yey agées, la modulation du systéme
immunitaire par le GM-CSF permet de diminuer l'astrogliose dans I’hippocampe et de
préserver le nombre d’interneurones a calrétinine dans le cortex entorhinal et le subiculum

(Ahmed et al., 2022).

L'administration d’acétaminophéne utilisé pour dépléter la microglie activée chez des souris
Dp(16)1Yey juvéniles permet de restaurer le nombre d’épines dendritiques et d’augmenter
leurs performances dans des tests faisant intervenir la mémoire hippocampique dépendante

(Pinto et al., 2020).

Stratégies visant les défauts de la plasticité synaptique

Les altérations des systémes de transmission synaptique mises en évidence chez les modéles,
plus particulierement les souris Ts65Dn, ont été ciblés afin de tester I'efficacité de molécules

sur les fonctions cognitives.
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Systeme cholinergique

Concernant le systeme cholinergique, une des stratégies a été d’augmenter les niveaux d’ACh
en administrant son précurseur, la choline, ou en ciblant I’AChE (acetylcholine esterase), qui
I’hydrolyse dans la fente synaptique pour la dégrader. L'administration de donepezil, un
inhibiteur de I’AChE, n’a pas montré d’effets bénéfiques surla mémoire et I'apprentissage des
souris Ts65Dn. La supplémentation maternelle en choline permet également de préserver de
la dégénérescence des neurones cholinergiques chez la descendance, associée a des
meilleures performances dans les tests évaluant la mémoire spatiale (Ash et al., 2014). Une
autre étude incluant I’addition de choline, dans le régime maternel montre une restauration
partielle de la neurogénése hippocampique adulte chez la descendance (Velazquez et al.,

2013).

L'administration de NGF en intracérébroventriculaire permet de préserver de la
dégénérescence des neurones cholinergiques observée chez des souris Ts65Dn agées de 12
mois (Cooper et al., 2001). Enfin, un traitement a base de mélatonine chez des souris Ts65Dn
agées de 5 a 6 mois, a également montré un effet protecteur sur la dégénérescence des

neurones cholinergiques (Corrales et al., 2013).

Systéme sérotoninergique

Concernant le systeme sérotoninergique, un traitement a base d’un inhibiteur de la recapture
de la sérotonine, la fluoxétine, a été testé afin d’augmenter la neurotransmission
sérotoninergique et a montré des effets bénéfiques sur la neurogénése (voir la partie sur les
stratégies basées sur les anomalies de la neurogénése) ainsi que sur le développement des
dendrites et des synapses dans le cortex et I’hippocampe en traitement prénatal chez les
souris Ts65Dn (Guidi et al., 2014). En administration postnatale, le traitement permet de
restaurer les niveaux du récepteur a la sérotonine (5-HT-1A-R) et de MeCP2 (methyl-CpG-

binding protein) qui est connu pour activer la transcription des 5-HT-1A-R (Stagni et al., 2015).

Systéeme noradrénergique

La stimulation de la signalisation noradrénergique par des agonistes des récepteurs
adrénergiques B1 et B2 par respectivement, le xamotérol et le formotérol, a été évalué chez

les souris Ts65Dn. lIs permettent d’améliorer les fonctions cognitives de ces souris (Dang et
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al., 2014; Faizi et al., 2011). De plus, les effets du formotérol incluent I'augmentation de la
densité synaptique hippocampique (Faizi et al., 2011). Enfin, I'administration d’un précurseur
de la noradrénaline, la droxidopa, permet d’améliorer la mémoire contextuelle des souris
Ts65Dn en augmentant les niveaux de ce neurotransmetteur dans I’"hippocampe (Salehi et al.,
2009). L'utilisation de DREADD (Designer Receptor Exclusively Activated by Designer Drugs)
pour stimuler spécifiguement les neurones noradrénergiques du locus coeruleus a permis de

potentialiser les performances cognitives des souris Ts65Dn (Fortress et al., 2015).

Systeme GABAergique

Compte tenu de I'excés d’inhibition, une stratégie employée est de réduire 'activation du

systeme GABAergique via la modulation des récepteurs GABAA et GABAB.

L'utilisation d’antagonistes non compétitifs des GABAA tels que la picrotoxine et le
pentylénetétrazole ont montré respectivement, des effets bénéfiques sur la PLT et sur la
mémoire et I'apprentissage des souris Ts65Dn (N. Rueda et al., 2008; Scott-McKean et al.,
2018). L'administration de flumazénil, un antagoniste compétitif des GABAA a montré une
amélioration de la mémoire a long terme évaluée par le test de reconnaissance du nouvel
objet chez des souris Ts65Dn jeunes et agées (Colasetal., 2017). Le GABAA contenant la sous-
unité a5 est particulierement exprimé dans I’hippocampe et est impliqué dans les processus
de mémorisation et d’apprentissage. Plusieurs molécules, des agonistes inverses du GABAA
contenant cette sous-unité, ont été testées et ont montré des effets bénéfiques surla PLT, la

mémoire et I'apprentissage (Braudeau et al., 2011; Duchon et al., 2020).

Le traitement avec un antagoniste des GABAB, tel que le CGP55845, permet de restaurer les
performances cognitives et la PLT dans le gyrus denté de souris adultes Ts65Dn (Kleschevnikov

et al., 2004).

Le piracétam est un agent nootropique, défini comme améliorant les fonctions cognitives. Il
s’agit d’'un dérivé du GABA agissant sur les transmissions glutamatergique, GABAergique et
cholinergique. L'utilisation de cet agent ou d’'un de ses analogues, le SGS-111, n’ont pas fait
preuve d’effets bénéfiques sur les fonctions cognitives des souris Ts65Dn (Moran et al., 2002;

Noemi Rueda et al., 2008).
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Systeme glutamatergique

L'administration de la mémantine, un antagoniste des récepteurs NMDA approuvé pour le
traitement de la MA, permet d’améliorer I'apprentissage et la mémoire spatiale et de réduire
les niveaux d’APP dans le cerveau de souris males Ts65Dn (Costa et al., 2008; Rueda et al.,
2010). La voie Akt-mTOR (Akt-mammalian Target Of Rapamycin), connue pour moduler les
transmissions synaptiques GABAergique et glutamatergique, a été montré comme
hyperactivée dans le modele Ts1Cje et participe aux altérations de la plasticité synaptique
(Troca-Marin et al., 2014). L'utilisation en traitement prénatal de la rapamycine, un inhibiteur
de cette voie, a montré des effets positifs sur la DLT médiée par les récepteurs
métabotropiques au glutamate (Urbano-Gamez et al., 2021). D’autres études sur des souris
Ts65Dn plus agées avec ce méme traitement ont rapporté des effets bénéfiques sur la
mémoire a long terme et sur les niveaux d’APP et de peptides AB (Andrade-Talavera et al.,

2015; Tramutola et al., 2018).

Stratégies basées sur la diminution de I'activité de DYRK1A

L'importance de la surexpression de DYRK1A et par conséquent de I'augmentation de son
activité aupres de ses différentes cibles qui contribue au phénotype cognitif des patients a
permis d’établir une stratégie thérapeutique basée sur la diminution de son activité. De

nombreux inhibiteurs ont été développés et testés sur cette base.

L’étude de Neumann et al. a rapporté que |'utilisation d’un dérivé fluoré des DANDYs (3,5-
di(polyhydroxyaryl)-7-azaindoles), surnommé le 5a, montre des résultats positifs sur le

modeéle murin Ts65Dn (Neumann et al., 2018).

L’harmine, un alcaloide a B-carboline, a été identifié comme étant un inhibiteur de DYRK1A
par compétitivité avec I’ATP (Adayev et al., 2011). Des analyses in vitro ont montré que ce
composé est capable d’inhiber la formation des neurites de neurones hippocampiques en
culture et d’inhiber la phosphorylation de Tau sur sa sérine 396 (Frost et al., 2011; Gockler et
al., 2009). Sur des précurseurs neuronaux isolées de souris Ts65Dn, |I’harmine permet

d’empécher la différentiation trop précoce de ces cellules (Mazur-Kolecka et al., 2012).

Des alcaloides isolés d’éponges marines, appelés les leucettines ont montré une activité

inhibitrices envers les protéines de la famille DYRKs (Tahtouh et al., 2022). L'utilisation de la
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leucettine L41 chez les 3 modeéles de souris Ts65Dn, Dp(16)1Yey et Tg(Dyrkla permet de
normaliser I'activité de DYRK1A et restaure les déficits de mémoire impliquée dans la

reconnaissance du nouvel objet (Nguyen et al., 2018).

Les études in vitro et in vivo sur le modéle Tg(Dyrk1a) révelent que I’aristolactam BIIl, issu de
plantes, diminue I'hyperphosphorylation de Tau et améliore les capacités exploratoires des

souris (Choi et al., 2021).

L'un des inhibiteurs de DYRK1A ayant été le plus étudié est I'EGCG (epigallocatechine-3-
gallate), un extrait du thé vert. Chez les souris Ts65Dn, lorsqu’il et administré au stade juvénile,
il permet de restaurer la neurogéneéese chez des souriceaux ainsi que le nombre de cellules
granulaires dans I’hippocampe. Néanmoins, ces effets ne persistent pas a I’age adulte et les
souris ne montrent pas d’amélioration de leurs performances aux tests de mémoire
dépendants de I’hippocampe évalués par le labyrinthe en Y et |a piscine de Morris (Stagni et
al., 2016). L'administration dans I’eau de boisson chez des males Ts65Dn et Tg(Dyrkla) de 3
mois améliore les fonctions cognitives. Une autre étude ne rapporte pas de bénéfices sur les
fonctions cognitives, associées a des effets potentiellement délétéres sur le squelette des
souris Ts65Dn (Stringer et al., 2017). Par gavage, 'EGCG n’entraine pas d’effets bénéfiques sur
le phénotype comportemental (Goodlett et al.,, 2020). Des études protéomiques et
phosphoprotéomiques chez les Tg(Dyrkla) ont montré qu’un extrait de thé vert permettait de
restaurer les voies de signalisation altérées et impliquées dans la plasticité synaptique (De
Toma et al., 2019). L'étude de Souchet et al. avec un extrait de thé vert enrichi en EGCG
montre une correction des altérations de la voie GABAErgique démontrées chez les souris
Tg(Dyrkla) et Dp(16)1Yey et améliore la reconnaissance du nouvel objet (Benoit Souchet et

al., 2019).

L'Algernon a été identifié comme potentiel inhibiteur de DYRK1A via un screen de composés
capables d’améliorer la croissance de cellules souches neurales isolées de souris Ts65Dn. Son
administration chez des souris Ts1Cje pendant la période prénatale permet de corriger la
neurogénese adulte dans le gyrus denté et d’augmenter leurs performances aux tests du
labyrinthe en Y, de Barnes et de conditionnement contextuel de la peur (Nakano-Kobayashi

etal., 2017).
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Des études in vitro ont permis d’identifier d’autres inhibiteurs de DYRK1A notamment :

- L'EHT 5372 (methyl 9-(2,4-dichlorophenylamino) thiazolo[5,4-flquinazoline-2-
carbimidate) qui normalise la phosphorylation de Tau et la production de peptides A}
(Coutadeur et al., 2015).

- Le CX-4945 (silmitasertib) qui restaure la signalisation NFAT et diminue la
phosphorylation de la cycline D1 via I'inhibition de DYRK1A et GSK3B (Glycogen
synthase kinase-3 B) (Grygier et al., 2023).

Enfin, certains auteurs ont essayé d’améliorer les anomalies cérébrales via la normalisation de
I’expression de DYRK1A par interférence par ARN. Par exemple, une étude sur les souris
Ts65Dn montre une atténuation des défauts de plasticité synaptique et des altérations

cognitives hippocampiques dépendantes (Altafaj et al., 2013).

Autres stratégies

Le JZL184, un inhibiteur de la MAGL (monoacylglycerol lipase), permet d’augmenter les
niveaux de 2-AG (2-arachidonoylglycerol), un ligand du systéeme endocannabinoide. Un
traitement chronique avec ce composé améliore la PLT et la mémoire a long terme chez des
souris Ts65Dn agées (Lysenko et al., 2014). Il permet également de diminuer les niveaux de
peptides AP. L'expression du CB1R (cannabinoid type-1 receptor) a été montré augmentée
chez les Ts65Dn males adultes. La modulation de ce systeme par le rimonabant, un
antagoniste sélectif de ces récepteurs permet de corriger la mémoire hippocampique

dépendante chez ces souris chez les deux sexes (Navarro-Romero et al., 2019).

Une étude s’est basée sur I'augmentation du mécanisme de rétrotransposition dans les
maladies neurodéveloppementales (Martinez de Lagran et al., 2022). Ce phénomeéne consiste
en la transcription inverse d’ARN en ADNc puis a I'intégration de ce dernier dans le génome.
L'utilisation de la lamivudine chezles Ts65Dn, un inhibiteur de reverse transcriptase, a montré
une amélioration de la performance dans le test de reconnaissance d’objets et de
I’hyperactivité (Martinez de Lagran et al., 2022). Ce résultat suggére que la rétrotransposition

pourrait étre un mécanisme impliqué dans le phénotype cognitif des souris modeéles du SD.

Une autre approche présentée a été d’utiliser I'interférence par ARN pour diminuer

I’expression de NKCC1 (Na*, K*, 2CI~ cotransporters), un cotransporteur ionique. Cela a eu
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pour résultat d’établir un lien entre la surexpression de NKCC1 et les dysfonctionnements

cognitifs dans le SD (Parrini et al., 2021).

Une stratégie mise en place dans certaines études a été de développer une immunisation
envers les peptides AP. La premiere étude avec ce type de traitement montre une résolution
des déficits de mémoire mobilisée par les tests de reconnaissance de nouvel objet et de
conditionnement contextuel de la peur associée a une tendance a la diminution des niveaux
d’AB dans le cerveau (Belichenko et al., 2016). La vaccination de males Ts65Dn agés de 4
semaines a induit une amélioration de la mémoire a court terme avec une restauration des
phénotypes microgliaux et astrocytaires et une diminution de la neurodégénérescence dans

une autre étude (lllouz et al., 2019).

L'apigénine (4',5,7-trihydroxyflavone) a été testé sur le modeéle Ts1Cje via son addition dans
le régime alimentaire de la mére puis de la descendance. Il s’agit d’un flavonoide connu pour
ses propriétés anti-inflammatoires, anti-apoptotiques et antioxydantes (Venigalla et al.,
2016). L'administration de ce traitement révele une diminution du stress oxydant, l’activation
de genes impliqués dans la prolifération cellulaire et la neurogéneése et une régulation des
niveaux de cytokines pro et anti-inflammatoires (Guedj et al.,, 2020). D’un point de vue
comportemental, il améliore le développement des réflexes neurologiques et moteurs chez

les souriceaux et la mémoire spatiale basée sur I’olfaction (Guedj et al., 2020).

L'administration des peptides neurotrophiques NAP et SAL en période prénatale a montré
gu’ils étaient capables de prévenir les retards d’acquisition et I'apprentissage chez les souris

Ts65Dn (Incerti et al., 2012; Toso et al., 2008).

Enfin, une étude récente a exploré les liens entre les fonctions cognitives et I’olfaction avec la
GnRH (gonadotropin releasing hormone). Cette hormone, impliquée dans les fonctions
reproductrices, est également exprimée dans d’autres régions que I’"hypothalamus, suggérant
d’autres fonctions. Les auteurs ont montré, via l'utilisation du modeéle Ts65Dn, une perte
progressive d’expression de la GnRH précédant les défauts d’olfaction et des fonctions
cognitives associée a une dérégulation de I’expression de certains miR dont ceux appartenant
a la famille des miR-200. L’administration pulsatile de GnRH chez ces souris permet de

restaurer |'olfaction et les déficits cognitifs (Manfredi-Lozano et al., 2022).
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Etudes cliniques

Certains essais cliniques se sont basés sur l'identification d’effets bénéfiques de molécules
administrées chez les souris. D’autres proviennent d’essais de repositionnement de
médicaments déja existants sur le marché ciblant certains systémes tels que la fluoxétine. Les
études cliniques ciblant la déficience intellectuelle chez les enfants, adolescents et adultes

avec SD ont été regroupés sous forme de tableaux présentés ci-apres.
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PATIENTS ADULTES
; oy n Mécanisme L
Molécule utilisée Cible et Phase Effets Référence
d’action
Récepteurs .
AEF0217 Inhibiteur 1/2 En cours
cannabinoides CB1-SSi / /
e e Matistal, 0u
Production
ACI-24 Peptides A|
P p anticorps anti-AB 1b/2 En cours /
2 En cours /
Non . = .
. Possible amélioration du langage  Johnson et al., 2003
. définie
Aricept N
. . . . on e o .
(chlorhydrate de  Acétylcholinestérase Inhibiteur o Amélioration de la qualité de vie ~ Kondoh et al. 2011
. définie
donépezil) N Possibl élioration de |
on ossibleame .|c?ra londefa Kishnani et al., 2009
définie cognition
Basminasil Modulation Bonne tolérance et sécurité
Récepteurs GABAA-a5 . 1/2 Pas d'effets bénéfiques sur les Goeldner et al., 2022
(RG1662) négative A .
fonctions cognitives
Amélioration de la mémoire
Pilote de travail, de la mémoire De la Torre et al., 2014
épisodique et de la qualité de vie
Bonne tolérance et sécurité,
Epigallocatechin- normalisation de l'activité de la
L Pilote chaine respiratoire mitochondriale, Scala et al., 2021
3-gallate DYR1KA Inhibiteur P )
peu concluant sur les fonctions
(EGCG) .
cognitives
Amélioration du comportement
2 .d EildAaptatlon, du cor)tro!e De la Torre et al., 2016
inhibiteur et de la mémoire
basée sur la reconnaissance visuelle
ELN DOOE_’ Peptides Ap Anti-aggrégation 2 Pas d'effets bénéfiques Rafii et al., 2017
(Scyllo-Inositol)
Fluoxetine . . Inhibiteur de la Non
Sérotonine e En cours /
(Prozac) recapture définie
Bonne tolérance et sécurité
. . \ Rosenbloom et al.,
Glulisine Insuline Analogue 1 Pas d'effet sur les
. . 2020
fonctions cogntives
, Administrations Augmentation de la cognition Manfredi-Lozano et
GnRH Récepteurs GnRH . 2 & . .g,
pulsatiles et de la connectivité al., 2022
Bonne tolérance et sécurité,
2 pas de résultats sur les fonctions Costa et al., 2022
. . Antagoniste cognitives
Memantine Récepteurs NMDAR g . T enl PP
non compétitif Bonne tolérance et sécurité,
4 amélioration de la mémoire Boada et al., 2012
épisodique verbale
) Récepteurs Stimulation ) »
Nicotine . .p. . 1/2 Résultats non publiés /
nicotiniques nicotinique
Rivastigmine  Acétylcholinestérase Inhibiteur 1/2 Résultats non publiés /
Vitamine E Stress oxydatif Antioxydant 3 Pas d a'melloratk.)p des Sano et al., 2016
fonctions cognitives
sargramostim Systeme immunitaire Effets anti et En cours /
(GM-CSF) ¥ pro-inflammatoires
Simvastatine Amyloides-B Augmen'Fatlon de N.on Amel{oratlon d,e IE_] Cooper et al., 2016
la cllairance applicable reconnaissance d'objets

Table 2 : Essais cliniques ciblant la déficience intellectuelle chez des jeunes adultes porteurs

du syndrome de Down.
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Patients enfants et adolescents

PATIENTS ENFANTS ET ADOLESCENTS

Mécanisme

Molécule utilisée Cible - Phase Effets Référence
d’action
Bonne tolérance et sécurité
Acide folinique , X i i
.q Folates Supplémentation 2/3 Amellorathn du Qlavecun Blehaut et al., 2010
(Leucovorine) traitement
thyroidien concomittant
Antioxidants + Vltaml'nes A( GE . ) Non Pas d'amélioration des )
X . Selenium, Zinc + Supplémentation R s Ellis et al., 2008
Acide folinique applicable capacités intellectuelles
Folates
Aricept Pilote Pas d'effets majeurs sur le langage  Heller et al., 2004
Acétylcholinestérase Inhibiteur o , ) )
(chlorh\‘/dr'a'Fe de ¥ 2 Pas d'efficacité démontrée Kishnani et al., 2010
donépézil)
Bonne tolérance et sécurité
Basminasil fécenteurs GABAALS Modulation 1/2 Pas dfeffet's beneflql.@s sur les Goeldner et al., 2022
(RG1662) p négative onctions cognitives
2 Pas d'effets bénéfiques /
Coenzyme Q10
(LiOY—NOS Stress oxydant Antioxydant 2 Correction du statut pro-oxydant Miles et al., 2007
Botme 'tc_)lera.nce et secunt.e Cieuta-Walti et al.,
1b Pas d’amélioration des fonctions
- 2022
cognitives
Epigallocatechin- Amélioration du comportement
3-gallate DYR1KA Inhibiteur 2 .d gd'aptatlon, du cor)tro[e de la Torre et al,, 2016
(EGCG) inhibiteur et de la mémoire
basée sur la reconnaissance visuelle
Amélioration de la mémoire
2 de travail, de la mémoire de la Torre et al., 2014
épisodique et de la qualité de vie
Fluoxetine . . Inhibiteur de la Non
Sérotonine e En cours /
(Prozac) recapture définie
Antagoniste Bonne tolérance et sécurité,
Memantine Récepteurs NMDAR & e 2 pas de résultats sur les fonctions Costa et al., 2022
non compétitif "
cognitives
Catécholamines Ir:zl:;ltltc;nr;;:a Effets bénéfiques sur les troubles
Méthylphénidate (dopamine ni/eau 1 déficits de I'attention avec Roche et al., 2021
et noradrénaline) , ; hyperactivité
pré-synaptique
Iut:\r::;::'e? ue Agent Pas d'amélioration de la cognition
Piracétam gGABAer i gug etl nootropique, 1/2 td t ntg Lobaugh et al., 2001
ere!q dérivé du GABA et du comporteme
cholinergique
Non Bonne tolérance et sécurité,
aplicable pas d'effets bénéfiques sur la Heller et al. 2010
. . 3 . 3 . PP cognition et le langage
Rivastigmine Acétylcholinestérase Inhibiteur " ——
Bonne tolérance et sécurité, Spiridieliozzi et al
1/2 pas d'effets bénéfiques sur la p 32016 v
cognition et le langage
Sargramostim Effets anti et
En cours /

(GM-CSF)

Systeme immunitaire

pro-inflammatoires

Table 3 : Essais cliniques ciblant la déficience intellectuelle chez des enfants et adolescents
porteurs du syndrome de Down.
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Les essais cliniques basés sur I'amélioration des fonctions cognitives des patients avec SD
rapportent des effets mitigés. De plus, certains traitements montrent des effets différents sur
I'amélioration de ces fonctions selon I’age des patients. On peut supposer que la fenétre de
traitement doit étre adaptée selon les molécules utilisées. On peut également supposer de
I"importance du choix des tests cognitifs réalisés dans le cadre de ces études et devant étre

adaptés au profil cognitif de ces patients.
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Chapitre 2 : Le facteur pré-implantatoire

Découverte et caractérisation du facteur pré-implantatoire

Le bon déroulement de la gestation chez les mammiféeres est conditionné a un dialogue entre
I'embryon et I'organisme de la mere. En effet, aprés la fécondation, le zygote va venir
s'implanter dans la muqueuse utérine. Ceci nécessite notamment une adaptation du systeme
immunitaire maternelle permettant I'acceptation de I’embryon. L'émergence de l'idée de
I’existence de facteurs, particulierement produits par I’embryon, participant a l'initialisation

de la grossesse et a son maintien a permis de les identifier et de les caractériser.

L'utilisation de sérum de femmes enceintes et non enceintes dans un test LPBA (lymphocyte
platelet binding assay) a permis de mettre en évidence la présence d’un facteur
spécifiguement dans le sérum des femmes enceintes induisant I’'agrégation des plaquettes
(Barnea et al., 1994). Ainsi, il a été nommé facteur pré-implantatoire (preimplantation factor
en anglais, PIF). L'utilisation de ce méme test avec du milieu provenant de culture d’embryons
humains au stade 2 a 8 cellules ou murins au stade 2 cellules a montré ce méme effet
supportant ainsi l'origine embryonnaire du PIF (Roussev et al., 1996b). En présence
d’embryons non viables ou de sérums de femmes dont I'implantation n’a pas fonctionné,
aucune activité du PIF n’est détectée ce qui confirme qu’il provient d’embryons viables et

capables de s'implanter (Roussev et al., 1996a, 1996b).

Les premiers essais de purification et de caractérisation ont montré qu’il s’agissait d’'une
protéine de petit poids moléculaire (Roussev et al., 1996b). Le PIF dans des milieux de culture
d’embryons murins ainsi que dans du sérum de truies en gestation a été isolé par HPLC (high
performance liquid chromatography) et analysé par spectrométrie de masse. Il correspond a
des peptides dont la taille varie entre 9 et 15 acides aminés (AA) avec un motif commun de 8
a 11 AA (Figure 18). La forme majoritaire correspond a la séquence de 15 AA. L’identification
de sa séquence et les analyses conduites ont montré qu’il s’agissait d’'un peptide n’ayant pas
encore été découvert. La comparaison d’une portion de sa séquence rapporte néanmoins une
homologie avec une région de la protéine circumsporozoite du parasite Plasmodium

falciparum qui est responsable du paludisme (Barnea et al., 2012b).
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Circumsporozoite protein B i
(Plasmodium falciparum) | 1
Repeat J}
Region | region Region I1 f
,I \\ / ~ ~
/ \\ — M !
/I \\\ ) '
352 3‘|62 E o
K
QVRIKPGSANKPKDELDYAN -

[H] -MVRIKPGSANKESDD~ [OH] | PIF
[H] -MVRIKPGSANKPSD- [OH] | PIF LY
[H] -MVRIKPGSANKPS-[OH] | PIF ,; L \
[H] -MVRIKPGSA- [OH] PIF o, v

Figure 18 : Séquences primaires des 4 formes du PIF et homologie de séquence avec la région
Il de la protéine circumsporozoite (A). Structure primaire de la forme majoritaire du PIF de 15
acides aminés (B).

Adapté de (Barnea et al., 1999) (A) / D’aprés Pubchem (B)

Malgré la découverte de sa séquence, sa structure tridimensionnelle n’est pas connue a ce

jour tout comme son origine génomique.

En 2012, une forme synthétique du PIF de 15 acides aminés (sPIF, parfois nommée PIF*) a pu
étre générée et présente les mémes effets que la forme native (Barnea et al., 2012a). Cela a

permis de pouvoir le tester dans des études pré-cliniques et cliniques.

Le sPIF a montré des effets bénéfiques dans des modeles en dehors du contexte de la
grossesse et impliquant une dérégulation du systeme immunitaire tels que lors de greffes ou
de maladies auto-immunes. Il semble également jouer un réle positif dans des modeles liés a
de la neuroinflammation en montrant des effets a la fois neuroprotecteurs et
antiinflammatoires (voir sections suivantes). Chez I’"humain, il est en cours d’étude dans

plusieurs essais cliniques :

Une étude prospective de phase 1 pour évaluer la tolérance et la sécurité du sPIF sur des
patients avec une hépatite auto-immune. Il est rapporté que le peptide, administré par voie
sous-cutanée, est bien toléré par les patients, sans toxicité ni effets secondaires (identifiant
delI’étude : NCT02239562) (O’Brien et al., 2018). Sa demi-vie dans le plasma est de 91 minutes
et il n’est plus détectable au bout de 4 heures. Cette étude est actuellement poursuivie en

phase 2 pour déterminer ses effets sur I’hépatite auto-immune (NCT03593460).
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Une étude de phase 1 pour déterminer la sécurité et la tolérance du sPIF dans le cas de Ia
maladie du greffon contre I’h6te et résistante aux corticostéroides aprés une transplantation

de moelle osseuse (NCT00517907). L’étude n’est pas complétée a ce jour.

Enfin, une étude de phase 2 dans le cas de patients présentant un un fort taux de cPRA
(calculated panel reactive antigen) aprés transplantation rénale pour évaluer la tolérance, la

sécurité et I'efficacité du sPIF (NCT03593421). Cette étude n’est pas complétée a ce jour.

Role du PIF dans la grossesse

Le PIF agit a différents niveaux lors de la grossesse ; lors de son initialisation puis jusqu’au
terme afin de permettre son maintien par un mode d’action autocrine et paracrine.
L'utilisation d’anticorps anti-PIF a permis de montrer qu’il est a la fois produit dans le placenta,
majoritairement par les cellules du trophoblaste, et par I’embryon (Barnea, 2007). Des
immunohistochimies sur des feetus entre 14 et 18 semaines de grossesse montre qu’il est
trouvé majoritairement dans la rate et le foie, faiblement dans I’estomac, la glande thyroide,

les surrénales et I'intestin gréle et absent dans les autres tissus.

Développement de I'embryon

La mesure des niveaux de PIF dans des cultures d’embryons de souris montre que sa sécrétion
augmente en fonction du temps entre les stades morula (stade 8 a 16 cellules) et blastocyste
(embryon a partir de 64 cellules, avec une cavité appelée blastocele). L'utilisation d’un
anticorps monoclonal ciblant PIF diminue leur progression au stade blastocyste (Stamatkin et
al., 2011). Cette méme étude rapporte également que sur des embryons bovins issus de
fécondation in vitro et stimulés avec du PIF, les niveaux de celui-ci augmentent en fonction du

temps.

L’étude de lysats d’embryons de souris au stade blastocyste par chromatographie d’affinité a
permis d’identifier certaines de ses cibles et de préciser ses effets. Il se lie avec la PDI (protein
disulfide isomerase), ainsi que certaines HSP (heat shock protein) sur le motif RIPK présent
chez ces protéines. Ces protéines sont impliquées dans le contrble du stress oxydant et le
repliement des protéines et connues pour étre particulierement importantes dans le

développement de I’'embryon (Matsui et al., 1996; Matwee et al., 2001).
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De plus, un dialogue doit s’établir entre les cellules déciduales de '’endometre et I'embryon
afin de permettre le bon développement de ce dernier. L'action du PIF sur les cellules
déciduales de I'endomeétre va permettre le bon développement du systeme nerveux de
I’embryon, qui commence tres rapidement apres I'implantation, via la sécrétion de facteurs
neurotrophiques par ces cellules. La modélisation de I'implantation via 'utilisation des cellules
HESC (human endometrial stromal cells) a montré que le PIF régule I’expression de TLX2 et
EPHA10, qui respectivement, jouent un réle majeur dans la différentiation du cerveau
antérieur et la motilité des cellules neurales (Duzyj et al., 2014). |l permet également de
diminuer I'expression de RARA, le récepteur a l'acide rétinoique qui stimule I’arrét de la
croissance cellulaire. Dans les cellules FTDC (first-trimester decidua cultures) permettant
d’étudier la décidua représentative du premier semestre de la grossesse, le sPIF agit sur la
voie TGFB/SMAD (transforming growth factor P/suppressor of mothers against
decapentaplegic), particulierement importante pour le développement neural. Il a également
une action sur EPHAS5 (EPH Receptor A5), qui intervient dans le guidage de I’axone et la
synaptogénese, et diminue l'expression de PPP2R2C (protein phosphatase 2 regulatory

subunit Bgamma) qui est un régulateur négatif de la croissance cellulaire (Duzyj et al., 2014).

Réceptivité de 'endometre

Afin que I'embryon puisse s’'implanter dans la muqueuse utérine, son développement doit

étre synchronisé avec un environnement permettant son acceptation.

L'utilisation de sPIF sur des cellules HESC (human embryonic stem cells) mimant
I’environnement péri-implantatoire a montré qu’il modulait des voies liées a I'apoptose, a
I'immunité et a I'adhésion cellulaire (Paidas et al., 2010). Une autre étude sur ces cellules
rapporte qu’il permet la création d’'un milieu pro-inflammatoire favorable, via 'augmentation
des niveauxdes cytokines IL-8, IL-1p et IL-6. Néanmoins, cet environnement reste équilibré en
limitant notamment I’activation de la voie NFkB et I’expression de ligands impliqués dans la

prolifération tels que I'lGF1 (insulin growth factor 1) (Barnea et al., 2012a).
Invasion trophoblastique
L'invasion trophoblastique correspond a I’entrée totale de I'embryon dans I’endometre.

L’étude de la lignée de cellules trophoblastiques 8-HTR en présence de sPIF révele qu’il permet
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de faciliter la pénétration de ces cellules dans une matrice extracellulaire (Duzyj et al., 2010).
Ce processus est régulé notamment par |'activité des MMP (matrix metalloproteinase) et
I’expression d’intégrines. PIF permet de potentialiser 'activité de la MMP9 (matrix
metallopeptidase 9) via les voies MAPK (mitogen-activated protein kinase), PI3K

(phosphoinositide 3-kinase) et JAK/STAT (Moindjie et al., 2014).

Régulation de I'immunité systémique

Une tolérance du systeme immunitaire maternel doit se mettre en place pendant la grossesse.
En effet, I'embryon est considéré comme une allogreffe du fait de son origine maternelle et
paternelle. Il se met en place un fonctionnement équilibré du systéeme immunitaire maternel
permettant I’'acceptance de I’'embryon mais sans suppression pour pouvoir protéger la mere

et ce dernier en cas d’infections.

Les effets de sPIF sur les cellules immunitaires ont été étudiés via l'utilisation des PBMC
(peripheral blood mononuclear cells) issues de femmes non enceintes ou d’hommes. Ces
cellules incluent les lymphocytes T, B et NK (natural killer), les monocytes et les cellules
dendritiques. Il a été montré que le sPIF est capable de se lier a des protéines de différents
types de cellules parmi celles-ci, notamment aux monocytes CD14+ ainsi que les lymphocytes
T CD4+ et CD8+ en cas d’activation (Barnea et al., 2016). Des expériences de chromatographie
d’affinité du PIF en présence de lysats de ces cellules suivies d’analyses par spectrométrie de
masse ont montré qu’il était capable d’interagir avec différentes protéines. Dans les cellules
CD14+, il cible les protéines PDI et HSP comme précédemment démontré ainsi que la
vimentine et 14-3-3 impliquées dans la survie cellulaire et |la régulation de la réparation de
I’ADN. Il se lie également a des protéines du cytosquelette. Dans les cellules CD4+ et CD84+, il
estassocié a la tubuline A1A et la calmoduline. Cette étude montre qu’il induit également une
diminution de I'expression de S100A8. Il régule les niveaux de cytokines et I’expression de
genes impliqués dans la réponse inflammatoire médiée par les lymphocytes Thl et Th2 en
augmentant la sécrétion d’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire, et en diminuant celle de
I"IFN-y (interferon-y) (Eytan R. Barnea et al., 2015). Ces résultats suggérent que le PIF est

capable de moduler finement le fonctionnementimmunitaire notamment lors de la grossesse.
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Effets du PIF sur le systeme immunitaire

Compte tenu des effets de sPIF sur le systtme immunitaire, quelques études se sont
intéressées a l'action de celui-ci dans le contexte de maladies auto-immunes ou

inflammatoires dans un contexte hors gestation.

Le diabéte de type 1 est caractérisé par une destruction des cellules B-pancréatiques
apparaissant généralement pendant I’enfance ou I’adolescence. Dans le modele de souris
NOD (non-obese diabetic), I'administration de sPIF permet de prévenir de I'apparition du
diabéte en préservant I’architecture des flots de Langerhans (Weiss et al., 2011). Les analyses
protéomiques du pancréas montrent que ces effets sont associés a la réduction de protéines
impliguées dans l'apoptose et l'inflammation. sPIF permet également d’augmenter
I'expression du récepteur a l'insuline et de préserver les fonctions exocrines du pancréas,

potentiellement via sa fixation a IDE (Lott and Head, 2019).

L’administration de sPIF a également été réalisé dans le cadre d’une étude de la maladie du
greffon contre I’h6te (GVHD) induisant une réaction des cellules du donneur contre les tissus
de I’hdte. Pour cela, les auteurs ont utilisé un modele allogénique ou semi-allogénique en
transplantant des cellules de moelle osseuse ou de rate de souris C57BL/6 a des souris dont le
fond génétique varie. Le traitement a montré qu’il permettait d’accroitre la survie de ces
souris et de réduire I'apparition de la GVHD tout en réduisant les ulcérations de la peau, du
colon etl'inflammation hépatique (Azar et al., 2013). Ces effets sont médiés par la diminution

de lI'inflammation et du stress oxydant dans les organes et dans la circulation.

L'athérosclérose est caractérisée par la formation de plaques composées de lipides
(athérome) sur la paroi des artéres dans lesquelles s’infiltrent des macrophages qui
participent a I’aggravation de ces lésions. L'étude de Chen et al. (2016) a utilisé des souris
males déficientes en APoE (apolipoprotein E), caractérisées par une hypercholestérolémie, et
nourries avec un régime riche en graisses. Aprés un traitement au sPIF, les souris présentent
une diminution des plaques d’athérome et de l'infiltration des macrophages en lien avec une
réduction de I’expression de cytokines et de molécules d’adhésion pro-inflammatoires au sein

des plaques et une normalisation des niveaux circulants de I'lFN-y (Chen et al., 2016).
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Effets neuroprotecteurs du PIF

Modeles de sclérose en plaques

L'utilisation de sPIF dans des modeéles impactant les fonctions neurologiques a montré des
effets bénéfiques. Du fait des propriétés de sPIF sur le systeme immunitaire, une étude
réalisée par Weiss et al. (2012) devait déterminer si le peptide permettait de réduire
I'inflammation associée a un modeéle murin d’encéphalomyélite auto-immune (EAI) induisant
une paralysie. Ce modele est couramment utilisé afin de tester de nouvelles stratégies
thérapeutiques dans le cadre de désordres neuroinflammatoires y compris en cas de sclérose
en plaques (SEP). Les auteurs, qui ont induit I'EAI le jour de la naissance, ont rapporté que
I’administration continue ou épisodique du peptide permettait d’augmenter la survie des
souris et de prévenir la survenue de la paralysie (Weiss et al., 2012). Ces effets sont associés
a une diminution des cytokines pro-inflammatoires telles que L’IL-12 et I'IFN-y et une
réduction de l'inflammation dans la moelle épiniere et du stress oxydant avec une
préservation de son architecture. Lorsque les souris sont traitées une fois le pic de paralysie
atteint, le sPIF permet de réduire l'inflammation et la perte de myéline. Les analyses
transcriptomiques montrent qu’il agit en diminuant I'expression de genes impliqués dans
I'inflammation et I’activation du complément tandis qu’il entraine une régulation positive de
ceux impliqués dans la réparation neuronale. La protéomique confirme ces effets et rapporte
gu’il diminue les niveaux de différentes tubulines B, qui sont associées a la progression de la
SEP chez les patients (Semra et al., 2002). Au contraire, il augmente les niveaux de plusieurs
MAP (microtubule-associated protein) qui participent a la réparation axonale (Ishikawa et al.,
2019; Nunez and Fischer, 1997). Cette premiére étude sur la neuroinflammation a ouvert la
voie a I'exploration des effets du sPIF dans d’autres études ciblant la SEP. Dans ce méme
modele, il réduit la sévérité des atteintes et la perte de myéline via les voies PKA/PKC (protein

kinase A/C) (Hayrabedyan et al., 2019).

L’étude Migliara et al. (2017) a utilisé le modéle RR-EAE, plus pertinent pour |’étude de la SEP
du fait de son caractére rémittent, qui induit une neuroinflammation progressive et une
démyélinisation. Le sPIF permet de diminuer le degré de sévérité des atteintes et permet de
préserver de la perte de myéline (Migliara et al., 2017). L'administration d’une dose de FITC-

PIF chez des animaux traités ou non montre qu’il est capable de cibler la microglie et de
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réduire leur état d’activation. Dans des cultures de cellules microgliales, le sPIF permet de
diminuer I’expression de I'IFN-y et d’augmenter celle d’IL-10. Sur des astrocytes en culture, il

stimule I’expression de BDNF connu pour promouvoir la myélinisation (Fletcher et al., 2018).

Modele de dommages cérébraux : hypoxie et inflammation

Du fait des effets neuroprotecteurs du sPIF mais également des effets du PIF durant le
développement du systéme nerveuy, il a été testé dans un modéle de dommages induits au
cerveau chez l'animal nouveau-né. Les auteurs ont utilisé une injection de LPS
(lipopolysaccharide) a P3 suivie d’une ligature de la carotide gauche et d’une hypoxie de 65
minutes le jour suivant. Le traitement avec le sPIF a été administré de P6 a P13. Il permet de
prévenir la diminution du volume cortical en préservant de la perte neuronale et de
I"activation microgliale (Mueller et al., 2014). Leurs données récoltées sur des cultures de
neurones et de cellules microgliales traitées avec du sPIF montrent qu’il induit une diminution
du miR let-7 via une déstabilisation de KSRP (KH-type splicing regulatory protein), impliquée
dans la biogéneése et la maturation des miR, médiée par la voie PI3K/AKT et le récepteur TLR4
(toll-like receptor 4). Ces auteurs ont réalisé une autre étude dans laquelle ils induisent ces
mémes dommages a P1 avec I'administration du sPIF de P4 a P11. lls y rapportent que le
traitement permet d’activer la voie PKA/PKC contribuant a la phosphorylation de cibles ayant
des effets neuroprotecteurs tels que I'inhibition de I'apoptose et I'induction de la croissance
et du remodelage neuronal. Avec ces deux études, ils proposent un mécanisme d’action de
sPIF médiant ses effets neuroprotecteurs et anti-inflammatoires via son action sur le

récepteur TLR4 (Figure 19).
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Figure 19 : Mécanisme d’action des effets neuroprotecteurs et anti-inflammatoires du sPIF.
Adapté de (Mueller et al., 2015)

Une autre étude ayant utilisé ce modele de dommages cérébraux sur des souris SD-1 a été
réalisé avec utilisation du sPIF montre un effet bénéfique sur le processus de myélinisation
par modulation de I’expression de génes impliqués dans la différentiation des
oligodendrocytes tels que Olig2, via 'augmentation de |I’expression de H19, un ARN long non
codant, qui induit notamment des modifications de la méthylation de I’ADN (Spinelli et al.,

2021).

Modele de sclérose amyotrophique latérale

La sclérose amyotrophique latérale, est une maladie neurodégénérative qui conduit a une
perte progressive de motoneurones controlant les muscles volontaires. Les auteurs
rapportent que l'utilisation de sPIF combinée avec la transplantation gliale permet de
diminuer la neuroinflammation et permet de protéger de la perte neuronale chez des souris

transgéniques SOD1 (Ambrozkiewicz et al., 2022).
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Modele in vitro de la maladie d’Alzheimer

Dans cette étude, les auteurs ont utilisé la lignée de cellules N2a qui sont des neuroblastes
murins transfectés avec un plasmide a ADN contenant la séquence d’APP afin d’accroitre les
niveaux de ce dernier et d’induire une augmentation de la formation des peptides AB. Le
traitement de ces cellules avec le sPIF entraine une diminution de la génération des peptides
AP associée a une augmentation des niveaux d’IDE (Hayrabedyan et al., 2018). lls rapportent
qgue le PIF est capable de lier IDE par des interactions hydrophobes via le motif RIPK. Cette
fixation permettrait de stabiliser IDE en conformation ouverte et donc active pour dégrader

les peptides AB.
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OBJECTIFS DU PROJET
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Ce projet avisé a déterminer si le PIF, administré sous sa forme synthétique, pouvait présenter

des effets protecteurs et/ou anti-inflammatoires sur le cerveau d’un modéle murin du SD.

Les mécanismes avancés pour expliquer les anomalies cérébrales du SD ont montré une
diminution de la prolifération des précurseurs neuronaux, une sortie prématurée du cycle
cellulaire, un trouble de la différenciation de ces mémes précurseurs entrainant une
augmentation du rapport astrocytes/neurones avec un taux d'apoptose plus élevé des
neurones ainsi qu’une neuroinflammation chronique. Compte tenu des effets précédemment
démontrés du sPIF administrés dans la période néonatale dans des modeles murins
d’encéphalomyélite auto-immune et de dommages cérébraux sur la neuroinflammation et la
diminution du nombre de neurones, on peut penser qu’il permettrait de préserver les

atteintes neurodéveloppementales associées au SD.

Les objectifs de ce projet ont donc été de tester I'administration sous-cutanée de ce peptide
a la femelle gestante durant la période pré et périnatale et d’étudier son impact sur le cerveau

de la descendance Dp(16)1Yey tout en avangant sur la caractérisation de ce modele de souris.
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RESULTATS

115



MOREAU Manon — These de doctorat — 2023

116



MOREAU Manon — These de doctorat — 2023

PROJET |: EVALUATION DE L’UTILISATION DE sPIF COMME
TRAITEMENT CIBLANT LES ANOMALIES CEREBRALES DANS LE

MODELE Dp(16)1Yey
Préambule

L'étude de I'impact du traitement au sPIF chez les souris Dp(16)1Yey a été conduite en deux
parties. Le méme schéma expérimental pour |’'obtention des souriceaux et I’administration du
traitement a été utilisé pour ces deux phases. Il consiste en le croisement de souris femelles
C57BL6/) avec des males Dp(16)1Yey pour I'obtention de souriceaux wild-type (WT) et
Dp(16)1Yey dansla méme portée. Le sPIF a été administré via les meres par voie sous-cutanée
a raison d’une fois par jour a partir de E14 (embryonic day 14) jusqu’a la mise a mort avant le

sevrage ou au sevrage de la descendance.

Une premiére phase sur un petit nombre d’animaux a été conduite comme étude pilote. Elle
a constitué en I'administration du peptide a la souris femelle gestante jusqu’a P6 (postnatal
day 6) (Figure 20) afin de vérifier qu’il ne présentait pas un risque pour la survie des souriceaux
etd’étudier dans un premier temps ses effets par des analyses de I’expression de génes et des
niveaux protéiques de cibles présumeées.

; 4 I ndri Souris femelle ) /%)’_\ Souris male
Traitement pré/périnatal . .
pré/p C57BL6) /Q;C; )( b@ Dp(16)1Yey
D

sPIF 1,5 mg/kg/j ou \_z_\

sérum physiologique ‘

Souris femelle
gestante [ Début d’injection ]

EO0 E14 PO P6
Début de la Naissance des
gestation souriceaux
EO PO P6

1
[ 8.
Mise a mort et préléevement }

pour analyses par RT-QPCR
Souriceaux WT et Western/Slot-blot

et Dp(16)1Yey

Figure 20 : Schéma de la procédure pilote d’administration du sPIF et de I’étude de ses effets
sur la descendance.
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La deuxiéme phase a constitué en I'étude plus approfondie des effets du sPIF sur la

descendance a un stade juvénile et au stade adulte, une fois le développement du systeme
nerveux terminé.

; 4 /oéri souris femelle (AT RN Souris méle
Traitement pré/périnatal | . f
pré/p C57BL6J y. X KM Dp(16)1Yey

sPIF 1,5 mg/kg/j ou
sérum physiologique |

Souris femelle
gestante [ Début d’injection ]
EO E14 P

0 P11
Début de la Naissance des BrdU
gestation souriceaux l
>
EO PO P1 P7 P8
Souriceaux WT ,:‘/S; [ Test " R ]
y ests comportementaux
et Dp(16)1Yey (™S _ Mise & mort et

prélévement pour
immunohistochimie

[ Exploration des J et analyses

fonctions vitales moléculaires

Figure 21 : Schéma de la procédure d’administration du sPIF et de I’étude de ses effets sur la
descendance au stade juvénile.

Les effets du sPIF sur le cerveau ont été explorés par des tests comportementaux a P7 et P8,
par des analyses en Western/Slot-blot ainsi que par des marquages immunohistochimiques
des neurones, des astrocytes et de la microglie combinés a un marqueur de la prolifération

cellulaire, le BrdU, administré 24h avant la mise a mort des souris (Figure 21).

Afin de vérifiersi les effets de I'administration pré/périnatale du sPIF persistent a I’dge adulte,

un test évaluant la mémoire de travail des souris a été réalisé a I’age de 3 mois (Figure 22).
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Figure 22 : Schéma de la procédure d’administration du sPIF et de I’étude de ses effets sur la
descendance au stade adulte.

Les résultats de I’effet du sPIF sur le cerveau des souris Dp(16)1Yey sont présentés sous forme
d’une version avancée de I'article pour soumission. La discussion de |'article est intégrée dans

la discussion générale de la thése.
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Introduction

Down syndrome (DS), defined by the presence of an extra copy of chromosome 21, is the most
common genetic syndrome found in the general population. Clinical manifestations are
different between individuals, depending on their environment, medical follow-up and
learning. The disability is manifested by growth disorders, insufficient muscle tone, delayed
psychomotor development, cardiac and/or digestive malformations, morphological signs and
intellectual disability (ID). In addition, DS patients have a higher risk of developing

neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease.

ID is the most serious problem of DS patients, with a heavy impact on families and society.
The neurological profile of individuals with DS has shown for many years a decrease in the
number of cerebral neurons and that this decrease could be related to a reduced proliferation
during neurogenesis, an unbalanced neurons/astrocytes ratio and an exaggerated apoptosis
in the brain (Seidl et al., 2001). Prenatal mouse brain abnormalities with a decrease in
proliferation and neurogenesis were reported (Chakrabarti et al., 2007; Ishihara et al., 2010).
These abnormalities were also observed in the brain of DS human fetuses (Guidi et al., 2008;
Larsen et al., 2008; Seidl et al., 2001). These mechanisms for controlling the number of
cerebral neurons, following different waves of migration and differentiation, occur both in the
antenatal and postnatal periods (up to one year of life in human). In humans and mice,
changes were observed in the immediate postnatal period and during adulthood, including
reports of altered inhibitory and excitatory neurons, synaptic dysfunctions, and motor and

cognitive impairments (Schmidt-Sidor et al., 1990; Wisniewski, 1990).

Intense efforts of scientists worldwide are currently trying to discover interventions that
improve or even rescue ID in DS. Although a large number of therapeutic approaches have
been proposed, only few of these are currently included in a clinical trial for DS (Cieuta-Walti
et al,, 2022; de la Torre et al., 2016; De la Torre et al., 2014; Manfredi-Lozano et al., 2022).
Common point of these approaches is to be restrictive in term of targeted pathway and have
been given in pediatric, young adults or adults with DS. Since neuronal alterations manifest
prenatally, it can be hypothesized that treatment during the prenatal period of brain
development has the potential to fully rescue DS-related brain abnormalities. Therefore, the
use of a molecule with positive effects on embryonic development will be more suitable.
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The Prelmplantation Factor (PIF), a peptide of embryonic origin, protects embryos against
oxidative stress and protein misfolding (Barnea et al., 2014). PIF reduces systemic
inflammatory cytokines (Di Simone et al., 2017). Apart of its essential role during gestation
(Moindjie et al., 2016; Paidas et al., 2010), PIF has also neuroprotective properties by directly
targeting microglia and the neurons, promotes endogenous neural stem cell proliferation and
differentiation of remyelinated cells (Mueller et al., 2015, 2014). This is evidenced in the
newborn as well as in the adult (E. R. Barnea et al., 2015; Migliara et al., 2017). In human
endometrial stromal cells, PIF promotes neural differentiation, axon guidance, neurogenesis
pathways involved in childhood neurodevelopmental diseases. Our aim was therefore to test,
after prenatal and perinatal treatment, the neuroprotective effects of PIF in juvenile
Dp(16)1Yey, a mouse model of DS. It was also relevant to investigate adults for persistence of

changes induced by this treatment.

Materials and methods

Animals

All animal experiments were performed according to the criteria of the European
Communities Council Directive (86/609/EEC). Dp(16)1Yey mice, generated by Yu (Li et al.,
2007), are a well-established mouse model of Down Syndrome that carries one duplication of
the Lipi-Zfp295 region of the murine chromosome 16 syntenic to Hsa21. C57BL6/J females
were crossbreed with Dp(16)1Yey males. These breeding pairs produce litters containing both
trisomic (Dp(16)1Yey) and wild-type (WT) offspring. Body weights were followed at P5 until
sacrifice. Pups were genotyped as described (Li et al., 2007). Mice were housed in controlled
conditions of temperature (21 + 1 °C) and humidity at 55 + 10% on a 12 h light/dark cycle.
Food and water were available ad libitum. Animal use and procedures were approved by the
Ethics committee of the Université Paris Cité and by the French Ministry of Research (approval

#26966-2020061421099596).

For behavioral tests at juvenile stage, experiments were realized at the NemoClinics platform
operating at Robert Debré Pediatric Hospital in Paris (Université Paris Cité, NeuroDiderot,
Inserm, Paris, France). Mice were housed in controlled conditions of temperature (21 1 °C)

and humidity at 55+ 10% on a 12 h light/dark cycle. Food and water were available ad libitum.
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Animal use and procedures were approved by the Ethics committee of the CEEA-121 Paris-

Nord and by the French Ministry of Research (approval #33486-2021101816069050).
SPIF treatment

Gestating females were treated with daily subcutaneous injection of 1.5mg/kg sPIF

(MVRIKPGSANKPSDD, BIOTEM) or vehicle (saline) at embryonic day 14 until weaning of the
pups.

Protein extraction and immunoblotting

Mice were killed by cervical dislocation. Brains were harvested by dissection, weighted, frozen
in liquid nitrogen and stored at -80°C. Total protein extracts from brain were prepared in PBS
containing protease inhibitors (1 mM Pefabloc SC, 5 pug/ml E64, and 2.5 pug/ml Leupeptin).
Immunoblotting was performed following standard Western or slot-blot protocols according
to antibody specificity. After transfer, membranes were saturated by incubation in 10% w/v
non-fat milk powder or 5% w/v BSA in Tris-saline buffer (1.5 mM Tris base, pH 8; 5 mM NaCl;
0.1% Tween-20), and incubated overnight at 4 ° C with an antibody directed against DYRK1A
(1/2000, Abnova corporation). The immunoreactions were visualized by ECL
chemiluminescence system (Amersham). Digitized images of immunoblots were obtained
using a LAS-3000 imaging system (Fuji Photo Film Co. Ltd.), and densitometry measurements
were collected with an image analyzer (UnScan It software, Silk Scientific Inc.). Quantification
of total proteins after Ponceau-S coloration was used as an internal control. BDNF levels were

measured in brain lysates with mouse BDNF the Picokine™ ELISA kit (Boster).
MRNA extraction, reverse transcription and quantitative real time-PCR

Mice were killed by decapitation. Brains were harvested by dissection, weighted, frozen in
liquid nitrogen and stored at -80°C. Total RNA was isolated from testis using a RNeasy Lipid Kit
(Qiagen, Hilden, Germany). The RNA concentration was determined by measuring the optical
density (OD) at 260 nm. The quality of RNA was checked through the 0D260 nm / OD 280 nm
ratio. To remove residual DNA contamination, the RNA samples were treated with RNAse-free
DNAse (Qiagen) and purified on a RNeasy mini column (Qiagen). For each sample, 4 ug of total
RNA from each sample was reverse-transcribed using 200 U of M-MLV reverse transcriptase
(Invitrogen, Life Technologies, Waltham, MA, USA) and random hexamer primers. Real-time
guantitative PCR amplification reactions were carried out in a LightCycler 480 detection
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system (Roche, Basel, Switzerland) using the LightCycler FastStart DNA Master plus SYBR
Green | Kit (Roche). Primer sequences are given in Table S1. For each reaction, 40 ng of
reverse-transcribed RNA was used as a template. All reactions were carried out in duplicate,
with a no-template control. The PCR conditions were 95°C for 5 minutes, followed by 45 cycles
of 95°C for 10s, 60°C for 10s and 72°C for 10s. The mRNA transcript level was normalized
against the mean value for the genes H1a and Thp. The target gene level was quantified using

the method described by (Pfaffl, 2001).
Ultrasonic vocalizations

Ultrasonic vocalizations (USV) were recorded at P7 during 3 minutes. The pup was isolated to
his litter and placed inside of a container (H4.5 x L 10 x | 10 cm) into soundproof chamber (H
23 xL 37 x| 24cm), at 22 degrees. The ultrasound microphone (Noldus, frequency range: 30-
90 kHz) is placed at 10 cm above pup. USV were recorded with UltraVox XT3.1 software and
analyzed with the online processing application using the ICY platform provided by Institut

Pasteur. Recordings were analyzed by an experimenter blinded for experimental groups.
Homing test

The nest odor recognition by pups was evaluated at P8. The measuring platform (L 20 cm x|
13 cm) was composed of 3 zones (each L 7 cm x | 13 cm): nest (litter from the pup’s original
cage), neutral (empty zone), and clean zone (clean litter). The isolated P8 pup was placed in
the neutral area and the camera (at 30 cm above) recorded its displacement 3 times during 1
minute. Homing performance was measured using Ethovision XT11 software (Noldus) and
considering the distance moved (in cm), the time spentin the nest and clean zone (in sec) and

the latency to reach the nest zone (in sec). Analyses were blinded for experimental groups.
Immunofluorescence and cell quantification

5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) labelling and tissue preparation:

At P10, all pups received one injection of 50 mg/kg of BrdU. 24h after injection, mice were
killed by decapitation, brains were removed out of the skull, post-fixed in 4%
paraformaldehyde (PFA) at 4°C during 24h, dehydrated in 15% sucrose followed by 30%
sucrose at 4°C during 24h and stored in -80°C after embedding in OCT medium. Serial coronal
sections (20um) were obtained using a freezing microtome (Leica CM3050 S) and stored in -

80°C before immunostaining.
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Immunofluorescence staining:

Cryosections were washed in PBS, then incubated with 2N HCl for 1h at room temperature
(RT) washed three times in PBS, blocked with 0.3% Triton in PBS containing 5% bovine serum
albumin (BSA). After three washes in PBS, sections were double labeling with primary
antibodies rat anti-BrdU (1:800; ab6326; Abcam) and rabbit anti-NeuN (1:1000; ab177487;
Abcam) or rabbit anti-lbal (1:400; ab178846; Abcam) or rabbit anti-S1003 (1:400; ab52642;
Abcam). Sections were washed three times before incubated with secondary antibodies Alexa
Fluor 555 conjugated donkey anti-rabbit (1:800; A31572; Invitrogen) and Alexa Fluor 488
conjugated goat anti-rat (1:400; ab150157; Abcam) at RT during 3h. Sections were mounted

with aqueous mounting medium with DAPI (ab104139; Abcam).

Cell quantification:

Images of the somatosensory cortex and the dentate gyrus of bregma -1,9 to 2,3 were
acquired with on an IX83 Olympus fluorescence microscope equipped with a 20x objective,
and CellSens software. A XY motorized stage allows the acquisition of tile images of the whole
brain section. The regions of interest (ROI) and the surface were determined by using Image)
v1.53t (NIH, Rasband, W.S., Imagel, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
USA, https://imagej.nih.gov/ij/). Then, all the quantifications were realized by using the Imaris
software (Bitplane, Belfast, UK; v9.9). The cell number was counted with the Spot tool. The
proliferation of neurons, astrocytes or microglia was determined by colocalization of NeuN,
S100B or Ibal staining with BrdU staining by using the Colocalization tool. These results were
normalized by the surface of the ROI. The lengths of microglial (Ibal+) cells branches were

analyzed using the Filament tool. Quantifications were blinded for experimental groups.
Y-Maze

Working memory was determined by the measure of the spontaneous alternation (SPA) in a
Y-shaped maze. The Y-Maze has arms that are 35cm long, 5cm wide and 15cm tall. It was
cleaned between each mouse to avoid olfactory bias and arms were labelled A, B and C. The

camera was placed above the maze.

At P90, mice were weighted and acclimated to the room 2h before the test. The mouse was
placed at the far end of the A arm and the experimenter leave the testing room. The mouse

was recorded for 10 minutes. Recordings were analyzed by an experimenter blinded for
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experimental groups. Arm entries (corresponding to 4 paws in an arm) were noted and a

spontaneous alternation was counted if an animal entered three different arms consecutively.

The percent of SPA was calculated with the formula: %SPA = [(Number of
alternations)/(number of arm entries — 2)] x 100. The total number of entries into arms was
assessed as a parameter representing locomotor activity (Brault et al., 2021). Duration in the
center was measured. Analysis were performed by an experimenter blinded for experimental

groups.
Statistical analysis

Statistical analyses were performed by using GraphPad Prism v8 software. Interactions with
the factors genotype (WT, Dp(16)1Yey), treatment (vehicle, sPIF) were verified by two-way
ANOVA. In case of interaction, Fisher’s test was used when n<10, and Bonferroni/Dunn test
when n>10 (n represents the number of samples per group). In absence of interaction
between factors genotype and treatment, pair-wised groups were analyzed by unpaired t-test
when appropriate or Mann-Whitney rank sum test. Data were considered significant when
p<0.05. A p value of 0.06-0.10 was considered to indicate a strong statistical tendency due to
the small sample size. Correlations were analyzed by using Spearman’s rank correlation, as

data were not normally distributed.

Results

sPIF treatment induces no adverse effects on survival rate of pups

Li et al. (2007) described a survival rate of 38% of Dp(16)1Yey mice at weaning with a normal
Mendelians ratios of viable embryos at E18,5 (Li et al., 2007). We first investigated the effect
of sPIF treatment on survival rate. For this, we administered sPIF or saline to females between
E14 until P6 and pups were genotyped. sPIF increases significantly the number of total pups
by litter at birth (Fig.1). Our results show the same survival rate of Dp(16)1Yey pups as Li et al.

(2007) at P6 in both groups (Fig. 1), suggesting no adverse effects of sPIF on survival rate.
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Figure 1: sPIF do not affect the survival rate of Dp(16)1Yey pups. Number of pups by litter
receiving saline (n=11 litters) or sPIF (n=9 litters). Values are means + SD and were analyzed
by unpaired two-tailed Student’s t test. ** p<0.01.

sPIF treatment induces positive effects on markers of apoptosis, inflammation,

neurogenesis and markers located on HSA21 in Dp(16)1Yey pups

Due to the positive effects of PIF on apoptosis, we first evaluated expression of genesinvolved
in apoptosis at P6. Even if expression of the pro and anti-apoptotic genes, Bax and Bcl2, is
similarin WT and Dp(16)1Yey pups receiving vehicle (Table 1), sPIF leads to a decrease of their
expressions. Inhibitor of apoptosis clAP2 is transcriptionally induces by the nuclear factor-kB
(NF-kB) pathway. While no difference was found in Dp(16)1Yey mice compared to WT, clAP2

gene expression is also decreased by sPIF treatment.

Due to the benefical effect of PIF treatment on neuroinflammation, we analyzed the effect of
sPIF treatment on gene expression of proteins involved in NFkB pathway and one of its target
gene, IL-6. We found that sPIF treatment can restore the increase mRNA level of Ikba, p65 and
IL-6 found in brain of Dp(16)1Yey mice, with no adverse effect in brain on WT mice. We
analysed lbal, a microglia and macrophage marker. Expression of Ibal was shown to be

increased in Dp(16)1Yey mice compared to WT mice, sPIF restoring the increased mRNA levels.

We also analyzed two markers located on the human chromosome 21 (HSA21), known to be
involved in cognitive deficits. Dyrk1A and S100b are overexpressed in brain of Dp(16)1Yey
receiving vehicle, sPIF restoring these increased mRNA levels (Table 1). The positive effect on

DYRK1A mRNA level was also confirmed at the protein level (Fig. 2A).
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We also investigated genes linked to neurogenesis. Cyclin D1 is involved in cell cycle regulation

and is degraded via a ubiquitin-mediated proteolysis pathway at the end of the S-phase. Gli2,

a mediator of Sonic hedgehog signalling (Shh), is implicated in many aspects of growth and

development. A decrease in mRNA expression of Cyclin D1 and Gli2 was shown in Dp(16)1Yey

mice, tis decrease being counteracted b sPIF treatment. However, sPIF treatment decreases

Gli2 mRNA level in WT mice.

mRNA level (%) WT vehicle (n=4) WT sPIF (n=4) Dp(16)1Yey Dp(16)1Yey sPIF
vehicle (n=4) (n=4)

Bax 100 + 4 54 + 6° 93 +19 58 + 5°
Bcl2 100 + 4 53 + 75 90+ 17 53+7°
cIAP2 100+5 72+7¢ 94+8 69 + 10°
Cyclin D1 100+ 6 83+12 7314 121+ 3%
Dyrkla 101 + 21 104 + 24 183 +31 116 + 18°
Gli2 100 + 17 56+ 12° 65+ 10" 120 + 12°
Ibal 100 + 25 101 + 13 174 + 23" 121 +22°
Ikba 1005 73 £ 5° 140+ 13" 102 + 4%°
IL-6 100+ 9 67 + 3¢ 147 +117 108 + 14°
p65 100+ 6 7549 122+5" 99 + 10°
51008 100 + 10 78 + 8F 155+15 " 110+ 8°

Table 1: Quantitative PCR analysis in the brains of WT and Dp(16)1Yey pups at P6. Values
are means = SD and analyzed by two-ways ANOVA followed by Fisher’s LSD test. ** p<0.01
and *** p<0.005 (WT sPIF or Dp(16)1Yey vehicle vs WT vehicle) ; * p<0.05 (Dp(16)1Yey sPIF vs
Dp(16)1Yey vehicle) ; £ p<0.05 and £ p<0.01 (WT sPIF vs WT vehicle).

We also analysed BDNF, a neurotrophic factor, known to be involved in neurogenesis. We

found a significant increase in BDNF protein concentration in brain of Dp(16)1Yey pups (Fig.

2B), sPIF treatment restoring partially its concentration.
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Figure 2: sPIF restores DYRK1A and BDNF protein levels in brain of Dp(16)1Yey pups at P6.
Evaluation of DYRK1A protein level in WT (vehicle: n=5; sPIF: n=5) and Dp(16)1Yey (vehicle:
n=3 ; sPIF: n=5) (A). Brain BDNF protein concentration in WT (vehicle: n=6; sPIF: n=4) and
Dp(16)1Yey (vehicle: n=4; sPIF: n=6). Values are means = SD and were analyzed by two-ways
ANOVA followed by Fisher’s LSD test. ** p<0.01.

sPIF treatment induces weight loss in pups

The next was to perform the analysis of sPIF treatment during the early postnatal period. Due
to a decrease of the body weight already characterized in the Dp(16)1Yey pups between P3
and P21, we first investigated if sPIF could restore it (Goodliffe et al., 2016). Results at P5 and

P11 in male and female pups are presented (Table 2).

. WT vehicle WT sPIF Dp(16)1Yey vehicle = Dp(16)1Yey sPIF
Weight (g)
n=42M/34F n=22M/18F n=40M/33F n=19M/20F
- Males 293+0.1 2.45 £ 0.13%* 2.82+£0.09 2.31+£0.09
Females 3.18+0.1 2.64 £ 0.14%* 2.75 £ 0.09** 2.34+0.1°
P11 Males 5.82+0.15 4.77 £ 0.24%** 564+0.1 5.04£0.25
Females 6.20+0.16 5.32+0.2%* 5.59 £ 0.11** 4.83+0.3°

Table 2: sPIF induces weight loss of males (M) and females (F) WT and Dp(16)1Yey pups at
P5 and P11. Values are means + SD and were analyzed by two-ways ANOVA followed by the
Bonferroni post hoc test. ** p<0.01 and *** p<0.005 (WT sPIF vs Dp(16)1Yey vehicle vs WT
vehicle) ; $ p<0.05 (Dp(16)1Yey sPIF vs Dp(16)1Yey vehicle).
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Results showed that sPIF treatment reduces significantly the weight of males and females WT
pups. Moreover, this effect was also seen in Dp(16)1Yey pups, even if the difference is not
significant for male pups. Therefore, in order to avoid bias of weight in behavioral analysis of
pups that could impact movements and their strength, we chose ultrasonic vocalizations

measurement and nest odor preference, respectively at P7 and P8.
sPIF treatment ameliorates juvenile communication in Dp(16)1Yey pups.

No difference was found between males and females in the USV measurements. Therefore,
both sexes were gathered (Fig.3). Even if no difference was found for the number of calls
between Dp(16)1Yey and WT pups, sPIF treatment increase it in (16)1Yey pups (Fig.3A). A
significant decreased in mean call frequency was found in Dp(16)1Yey pups compared to WT
pups, this decrease being restored by sPIF treatment (Fig. 3B). The duration and the power of
the calls were not affected by the genotype and the treatment (Fig. 3C, 3D). Finally, a positive

correlation was obtained between the number of calls and the mean call frequency (Fig 3E).
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Figure 3: sPIF treatment restores mean call frequency in Dp(16)1Yey pups.
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Evaluation of number of calls (A) mean call duration (B) mean frequency (C) and mean power
(D) in WT (vehicle: n=25; sPIF: n=41) and Dp(16)1Yey (vehicle: n=12 ; sPIF: n=14). Values are
means + SD and were analyzed by two-ways ANOVA followed by Bonferroni post hoc test. *
p<0.05 and *** p<0.005. Correlation between number of calls and mean frequency analyzed
by Pearson correlation coefficient (E).

sPIF treatment ameliorates juvenile social behavior in Dp(16)1Yey pups.

The nest odor preference test was realized at P8. No difference was found between males and
females in the duration in zones and in latency to reach the nest zone (NZ). So, both sexes
were gathered. All pups spent significantly more time in the NZ compared to clean zone (CZ)
except Dp(16)1Yey pups receiving vehicle (Fig. 4A). Moreover, Dp(16)1Yey pups significantly
spent less time in the NZ compared to WT pups, and sPIF treatment improves their
performance to distinguish CZ and NZ. No difference between the four groups of pups was
found for the latency to the first entrance in the NZ (Fig. 4B). Considering the number of pups
of each group, only 61,5% of Dp(16)1Yey receiving the vehicle enter to the NZ compare to
87,5% of WT pups, sPIF treatment increasing up to 100% for female Dp(16)1Yey pups and
66.6% for male Dp(16)1Yey pups (Table 3). To evaluate locomotor activity, the distance moved
was measured (Fig. 4C, 4D). Dp(16)1Yey female pups receiving the vehicle showed a strong
tendency to a decrease in distance moved suggesting a reduced locomotor activity. Hovewer,

the sPIF treatment did not restore it.
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Figure 4: sPIF treatment ameliorates juvenile social behavior in Dp(16)1Yey pups. Results are
presented as mean time spentin clean (CZ) and nest zone (NZ) (A) and in latency to enter in
nest zone (B) in WT (vehicle: n=24; sPIF: n=40) and Dp(16)1Yey (vehicle: n=13 ; sPIF: n=16).
Values are means = SD and were analyzed by two-ways ANOVA followed by Bonferroni post
hoc test. Due to difference, locomotor activity was evaluated with the distance moved in
males (WT vehicle: n=8; WT sPIF: n=19; Dp(16)1Yey vehicle: n=8 ; Dp(16)1Yey sPIF: n=9) (C)
and females (WT vehicle: n=16 ; WT sPIF: n=21 ; Dp(16)1Yey vehicle: n=5; Dp(16)1Yey sPIF:
n=7) (D). Values are means + SD and were analyzed by two-ways ANOVA followed by Fisher’s
LSD test. * p<0.05 and *** p<0.005.

WT vehicle WT sPIF Dp(16)1Yey vehicle  Dp(16)1Yey sPIF
Total number 16 21 5 7
Number to
F reach the NZ 15 18 3 7
% 93,8 85,7 60,0 100,0
Total 8 19 8 9
Number to
M reach the NZ 6 18 5 6
% 75,0 94,7 62,5 66,6

Table 3: sPIF increases the number of Dp(16)1Yey females pups to reach the NZ.
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sPIF treatment ameliorates neurogenesis without effect on microglia and astrocytes in

Dp(16)1Yey pups.

Because of sPIF effects on neuronal protection, early postnatal hippocampal neurogenesis was
performed by histological analysis. Mice received BrdU at P10 to label proliferative cells, and
quantification of the number of BrdU and NeuN positive cells were realized in the dentate
gyrus (Fig.5A). Even if the difference is not statistical, Dp(16)1Yey pups exhibits a decrease in
neurogenesis. Moreover, this decrease is statistically recovered by sPIF treatment (Fig.5B).
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Figure 5: sPIF restores neurogenesis in Dp(16)1Yey mice pups. Representative images of
immunostaining of NeuN (red) and BrdU (green) in dentate gyrus of WT (vehicle: n=8; sPIF:
n=7)and Dp(16)1Yey (vehicle n=6; sPIF: n=7) pups (A). Quantification of the number of NeuN
and BrdU positive cells in the dentate gyrus normalized by the surface (B). Values are means
+ SD. Data were analyzed by two-ways ANOVA. No interaction between genotype and
treatment were found and pair-wised groups were analyzed by unpaired t test. ** p<0.05

As described previously, sPIF is able to interact with microglia and to reduce activation of these
cells (Mueller et al., 2014). Quantification of the number of BrdU positive cells and lbal
positive cells (Fig. 6A) were realized in the dentate gyrus. No difference in proliferation were

found between the groups (Fig. S2A).
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A significant decrease in microglia cells number were observed in the somatosensory cortex
and the dentate gyrus of the Dp(16)1Yey pups (Fig. 6B, 6D). On the somatosensory cortex of
Dp(16)1Yey pups, microglial cells exhibit a reduce of branches length suggesting an amoeboid
morphology and an activated state as agreed with the increased expression of Ibal observed
at P6 (Table 1). However, no effect was found with sPIF treatment in Dp(16)1Yey pups, with

an effect on the activated state in WT pups.
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Figure 6: sPIF has no effect on microglia in Dp(16)1Yey mice pups. Representative images of
immunostaining of Ibal (red) of WT (vehicle: n=7 ; sPIF: n=6) and Dp(16)1Yey (vehicle n=6;
sPIF: n=6) pups in dentate gyrus and somatosensory cortex (A). Quantification of the number
of Ibal positive cells normalized by the surface in the dentate gyrus (B) and in the
somatosensory cortex (D). Quantification of the length of branches in the dentate gyrus (C) in
the somatosensory cortex (E). n = 51 to 370 microglia per group were counted. Values are
means * SD. Data were analyzed by two-ways ANOVA followed by Fisher’s LSD test.
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For Ibal positive cells in dentate gyrus, no interactions were found between genotype and
treatment and pair-wised groups were analyzed by unpaired two-tailed Student’s t test. *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005

Number and proliferation of astrocytes were also investigated. No difference wasfound in the
number of astrocytes in the dentate gyrus (Fig.S1A) and somatosensory cortex (Fig.S1B)
between WT and Dp(16)1Yey mice, as well as in their proliferation (Fig. S2B). sPIF has no effect,

except for number of astrocytes in somatosensory cortex of WT pups (Fig. S1B).
sPIF treatment restores partially working memory in Dp(16)1Yey female adult mice.

We investigated if sPIF effect, after administration during the prenatal and perinatal period,
persists at the adult stage. We first investigated the weight of mice up to P90. As shown in Fig.
7, weight of females is lower than males. No statistical difference was found between the
groups, indicating that the difference seen at juvenile stage between WT and Dp(16)1Yey pups

receiving sPIF or saline were corrected at adult stage.
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Figure 7: sPIF didn’t induce adverse effect on body weight of adult mice. Weight of males
and females WT (vehicle: n= 8M/8F; sPIF n= 14M/8F) and Dp(16)1Yey (vehicle: n= 7M/9F ;
sPIF: n= 10M/8F) mice. Values are means + SD and were analyzed by two-ways ANOVA
followed by Fisher’s LSD test.
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Then, it was possible to perform Y-maze to study working memory. As differences were found
between male and female mice, both sexes were presented separately (Fig. 8). Percentage of
SPA were compared between the groups and were also compared to the theoretical value of
50% that indicates a randomly alternation between arms. Both sexes of WT mice performed
an alternance more than 60%, the value being statistically different from the theoretical value
(Fig. 8A, 8D). As previously described, Dp(16)1Yey mice show a significative decrease in
spontaneous alternation compared to WT. sPIF partially restores performance of Dp(16)1Yey
female mice (Fig. 8A), the difference for male mice not being statistical (Fig. 8D). However,
sPIF treatment statistically induces a reduction of percentage of alternation in WT female mice
(Fig. 8A). Locomotor activity evaluated by the number of arm entries was not affected by the
genotype and the treatment (Fig. 8B, 8E). Finally, Dp(16)1Yey mice receiving sPIF or vehicle
spent significative more time in the center of the maze than the WT mice with the same

number of arm entries suggesting that Dp(16)1Yey mice less explore the arms (Fig. 8C, 8F).
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Figure 8: sPIF partially restores spontaneous alternation in Dp(16)1Yey female adult mice.
Results for male (in blue) and female (in red) are presented as percentage of SPA (A, D),
number of arms entries (B, E) and time spent in center of the maze (C, F) in WT (vehicle: n=
18M/8F; sPIF: n= 14M/8F) and Dp(16)1Yey (vehicle: n= 8M/9F; sPIF: n= 10M/8F) mice. The
green hashed line represents the theoretical value indicating a randomly alternation between
arms. Values are means * SD. Data were analyzed by two-ways ANOVA followed by Fisher’s
LSD test for SPA in females. For other analysis, no interactions were found between genotype
and treatment and pair-wised groups were analyzed by unpaired two-tailed Student’s t test.
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.005. Means of percentage of SPA of each group were compared
to theoretical value of 50% by one sample t test. ## p<0.01, ### p<0.005.
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Discussion

The publication is not finalized, some results need to be confirmed. For this reason, the

discussion part will be included in the general Discussion of the manuscript.

Supplementary Materials

Gene Forward primer Reverse primer
Dyrkla TAGTCTTCAGGCACCACCT TGTTACTCGTTCCCGAGGAT
S100b CTCCATCACTTTGTCCACCA AACAACGAGCTCTCTCACTTCC
IL6 GCTACCAAACTGGATATAATCAGGAA CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
1kBat ACGAGCAAATGGTGAAGGAG ATGATTGCCAAGTGCAGGA
p65 CCCAGACCGCAGTATCCAT CGCACTGCATTCAAGTCATAG
Ibal GGATTTGCAGGGAGGAAAA TGGGATCATCGAGGAATTG
Bax GTGAGCGGCTGCTTGTCT GTGGGGGTCCCGAAGTAG
Bcl2 GTACCTGAACCGGCATCTG GCTGAGCAGGGTCTTCAGAG
clAP2 CGATGCAGAAGACGAGATGA TTTGTTCTTCCGGATTAGTGC
CyclinD1 CATCCATGCGGAAAATGC CAGGCGGCTCTTCTTCAA
Gli2 CAGGGCTAGAGTGCGACCT CCACATCATCTGGCAGCA
Hla AGAAGAACAACAGCCGCATC TGCACCAGTGTGCCTTTATT
Thp GGGGAGCTGTGATGTGAAGT CCAGGAAATAATTCTGGCTCA

Table S1: Primers used for real time quantitative RT-PCR of specific mRNAs.
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Figure S1: sPIF has no effect on astrocytes number in Dp(16)1Yey pups. Quantification of the
number of S100B positive cells normalized by the surface in the dentate gyrus (A) and in the
somatosensory cortex (B). Values are means * SD. Data were analyzed by two-ways ANOVA.
For S100B positive cells in the somatosensory cortex, no interaction was found between
genotypes and treatment and pair-wised groups were analyzed by unpaired two-tailed
Student’s t test. * p<0.05
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Figure S2: sPIF has no effect on proliferation of microglia and astrocytes. Quantification of
the number of Ibal and BrdU positive cells in the dentate gyrus normalized by the surface in
WT (vehicle: n=5; sPIF: n=6) and Dp(16)1Yey (vehicle n=6;sPIF: n=6) pups (A). Quantification
of the number of S100 and BrdU positive cellsin the dentate gyrus normalized by the surface
in WT (vehicle: n=7; sPIF: n=5) and Dp(16)1Yey (vehicle n=6; sPIF: n=7) pups (B). Values are
means * SD. Data were analyzed by two-ways ANOVA.
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Données supplémentaires de I'effet de sPIF sur les fonctions vitales

L’étude des effets du sPIF sur les fonctions vitales a la naissance a été réalisée sur un groupe
de souriceaux lors de la collaboration que nous avons réalisé avec la plateforme NemoClinics.
Cette étude a été effectuée sur un total de 11 portées incluant 5 portées traitées au sPIF et 6
portées ayant recu du sérum physiologiqueles résultats obtenus ne montrent pas d’effets
déléteres du traitement sur les fonctions vitales des souriceaux a la naissance, indiquant une

absence de toxicité du traitement au sPIF durant la période prénatale chez la souris

(Figure 23).
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Figure 23 : Le traitement au sPIF n’affecte pas les fonctions vitales des souriceaux a la
naissance.

La ventilation a été mesurée par pneumotachographie durant 30 minutes (mouvements filtrés) (A).
Les effectifs incluent des souriceaux témoins (vehicle: n=18; sPIF: n=25) et des souriceaux Dp(16)1Yey
(vehicle: n=13 ; sPIF: n=18). La fréquence cardiaque (B) a été mesurée par électrocardiographie. Les
effectifs comprennent les enregistrements de souriceaux témoins (vehicle: n=12 ; sPIF : n=12) et
Dp(16)1Yey (vehicle : n=8 ; sPIF : n=11). Les valeurs présentées sont des moyennes + écart-types et ont
été analysées par une ANOVA a deux facteurs.

Néanmoins, une trés forte mortalité a été constaté a la suite de ces expérimentations. Sur la
totalité des 74 souriceaux tout génotype et traitement confondus, seuls 4 souriceaux ont
survécu au-dela de 2 jours apres I'expérience. Cette mortalité est notamment a mettre en lien
avec la primiparité des femelles sur fond génétique C57BL6/J et la manipulation trés précoce
des souriceauxinduisant une séparation maternelle d’environ une heure. Le suivi et les études
comportementales a P7 et P8 n‘ont donc pas pu étre réalisées sur ces souriceaux. C'est

pourquoi, ces résultats n’ont pas été inclus dans l'article.
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PROJET II: CARACTERISATION DU PHENOTYPE CARDIO-
RESPIRATOIRE DES SOURIS Dp(16)1Yey A LA NAISSANCE

Préambule

Nous avons collaboré avec la plateforme NemoClinics pour étudier les effets du sPIF au stade
juvénile. Cette collaboration nous a permis de caractériser le phénotype cardio-respiratoire

du modele Dp(16)1Yey dés la naissance.

Compte tenu de la prévalence augmentée du SAOS chez les patients avec SD et d’'une récente
publication scientifique rapportant un risque d’obstruction des voies aériennes supérieures
chez les souris Dp(16)1Yey au stade adulte, nous avons conduit des analyses sur des

souriceaux WT et Dp(16)1Yey a la naissance (Takahashi et al., 2020).

Grace a un dispositif original créé et mis a disposition par cette plateforme, la mesure des
fonctions vitales, telles que la ventilation et la fréquence cardiaque, ainsi que la détection des
apnées des souriceaux a la naissance, a rendu possible cette étude de facon non invasive. Le
systeme de mesure qui a été utilisé est couplé a un laser pointé sur I'abdomen des souriceaux
qui mesure les mouvements ventilatoires. La combinaison de ces deux signaux (débit
ventilatoire + mouvements abdominaux) permet de déterminer si les interruptions de
ventilation sont couplées a une absence de mouvements respiratoires ou non et donc de

classifier les apnées (Figure 24A, 24B).

Une apnée est définie comme une réduction d’au moins 90% du pic inspiratoire durant au
moins 0,9 secondes, ce qui correspond approximativement a deux cycles respiratoires chez le
souriceau a la naissance. Les apnées sont classifiées par inspection visuelle des signaux en 3
types selon une adaptation des recommandations de I’American Academy of Sleep Medicine
au souriceau nouveau-né (Berry et al., 2017). Les apnées centrales sont définies comme les
pauses ventilatoires qui ne sont accompagnées d’aucun mouvement respiratoire abdominal.
Les apnées obstructives sont accompagnées de mouvements respiratoires abdominaux
pendant toute leur durée. Enfin, les apnées mixtes désignent la succession d’une apnée

centrale suivie d’'une apnée obstructive (Figure 24C).
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Figure 24 : Dispositif de mesure des fonctions respiratoires du souriceau nouveau-né et
signaux permettant la classification des apnées.

Dessin techniqgue du pneumotachographe de Fleisch couplé au masque facial (en vert), et du
profilomeétre laser (A). Image provenant de I'enregistrement d’un souriceau (B). Tout le
dispositif est placé dans une chambre thermorégulée a 32 degrés. Tracé du débit respiratoire
(haut) détecté par le pneumotachographe et des mouvements abdominaux associés (bas)
détectés par le profilométre laser (C). Adapté de (Madani et al., 2021).
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Introduction

Down syndrome (DS) is a genetic disease caused by a third copy of the chromosome 21,
leading to developmental and cognitive delays, intellectual disability, and various physical
features such as small stature and facial characteristics. DS is diagnosed by antenatal genetic
screening or by physical examination at birth. In neonates, main symptoms concern congenital
heart defects (Weijerman et al., 2010), gastrointestinal anomalies (Spahis and Wilson, 1999)
and sleep disordered breathing (Breslin et al., 2014; Goffinski et al., 2015; Spahis and Wilson,
1999). A recent retrospective study (Seither et al., 2023) confirmed the high prevalence of
obstructive sleep apnea (OSA) in children with DS (estimated between 30 and 70%), and
showed aninverse relationship between age and OSA severity, culminating in a proportion of

58% of neonates (< 1y) studied overnight with severe OSA.

OSA leads to periodic reductions in airflow during sleep and causes intermittent hypoxia and
hypercapnia that may have deleterious consequences on health and development, especially
in infants (Katz et al., 2012). Children with DS possess phenotypes that predispose them to
OSA, including adenotonsillar hyperplasia, midfacial and mandibular hypoplasia, hypotonia,
small upper airway, macroglossia, choanal atresia, and acute cranial base angle (de Miguel-
Diez et al., 2003; Ng et al., 2006). When possible, medical or surgical intervention does not
systematically resolve OSA nor reduce OSA severity (Seither et al., 2023). Thus, untreated OSA
may be frequent in children with DS and their contribution to the neurodevelopmental
disorders associated with DS is largely unknown, especially in neonates. Animal studies during
the neonatal period are needed to isolate this contribution from other neuropathological

mechanisms involved in DS.

Several genetically engineered mouse models of DS proved useful for understanding DS
pathophysiology (Yu et al., 2010) Among these, the Dp(16)1Yey adult mice exhibited cognitive
phenotypes associated with DS: impaired learning and memory and decreased hippocampal
long-term potentiation (Yu et al., 2010). Furthermore, the Dp(16)1Yey adult mice presented a
craniofacial hypoplasia and a reduced upper airway volume, suggesting a potential
susceptibility to OSA (Takahashi et al., 2020). Another model of DS, the Ts65Dn mouse model,
presented increased occurrence of OSA during rapid-eye-movement-sleep (Bartolucci et al.,

2021). To further investigate the contribution of respiratory-related disorders to DS
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pathophysiology, we examined the neonatal respiratory phenotype of Dp(16)1Yey mice, with

special attention to central, obstructive and mixed apneas.

Materials and methods

Animals and protocol

All animal experiments were performed according to the criteria of the European
Communities Council Directive (86/609/EEC). Dp(16)1Yey mice, generated by Yu (Li et al.,
2007), are a well-established mouse model of Down Syndrome that carries one duplication of
the Lipi-Zfp295 region of the murine chromosome 16 syntenic to Hsa21. Mice were housed in
controlled conditions of temperature (21 £ 1 °C) and humidity at 55+ 10% on a 12 h light/dark
cycle. Food and water were available ad libitum. Animal use and procedures were approved
by the Ethics committee of the CEEA-121 Paris-Nord and by the French Ministry of Research
(approval #33486-2021101816069050). C57BL6/) females were crossbred with Dp(16)1Yey
males. These breeding pairs produce litters containing both trisomic (Dp(16)1Yey) and WT

offspring.

Delivery was watched by video surveillance and procedure started between 6 to 18 hours after
birth. Before each experiment, pups were weighted. Body temperature was determined by
placing a thermocouple probe at the level of the interscapular region and white milk spot was
scored (0: absence of milk spot, 1: small milk spot, 2: stomach full of milk). The pups were
placed in thermoregulated environment (32°C) inside the device for cardio-respiratory
measurements. Variables were recorded for 30 minutes in air breathing then each pup was
exposed to hypercapnia (8%) for 5 minutes and then back to air supply for 5 minutes. After

measurements, pups were returned to their home cage.
Cardio-respiratory measurements

Breathing variables were measured and apneas detected as previously described (Madani et
al., 2021). Briefly, breathing was measured using a pneumotachograph and a facemask
combined into one single three-dimensionally printed component (termed
“pneumotachometer”). In order to prevent CO; rebreathing and water accumulation, a bias
flow (20 mL/min) was injected into the facemask through a side tube and ran out through the
pneumotachometer. The pneumotachometer was calibrated before each monitoring session

with a precision syringe operated manually. Pups snout was attached to the
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pneumotachometer with polyether adhesive. Abdominal movements were measured using a
laser profilometer pointing radially at the lateral abdominal wall to detect respiratory efforts.
Electrocardiograms (ECG) were recorded by two human skin electrodes (Verity Medical Ltd,

United Kingdom) adapted to the size).
Breathing variables

The flow signal was integrated for breath-by-breath measurement of tidal volume (Vt) using
a custom-made software. We measured breathing frequency (fr, number of breaths/min), Vt
(divided by body weight, ml/g), ventilation (V'e, calculated as fg x Vt, ml/g/min), and apneas
(detailed below). The hypercapnic challenge was achieved by switching the air flow through
the facemask to an hypercapnic mixture (5 min at 8% CO;, 20.9% O;, 71.1% N;). Breathing
variables and apneas were analyzed over activity-free periods based on video recordings,

which were considered as corresponding to behavioral sleep.
Apnea detection and classification

Apneas were classified as central, obstructive, or mixed by adjusting the American Academy
of Sleep Medicine recommendations to newborn mice (Berry et al.,, 2017). An apnea was
identified by a less than 90% decrement in peak inspiratory airflow for a duration of at least
0.90 seconds, which corresponds approximately to two breaths in neonatal mice. The
classification into central, obstructive or mixed apneas was performed by visual inspection of
pneumotachometer and laser profilometer signals blinded for the genotype of pups. An apnea
was considered as central when no respiratory effort was present throughout the apnea, as
obstructive when associated with continuous respiratory effort, and as mixed when an initial

period lacking abdominal movement was followed by resumption of respiratory effort.
Heart rate

Heart rate (HR) was determined from the R-R wave peaks after visual selection of continuous,

20-s or longer ECG segments with clearly defined QRS waves (Ramanantsoa et al., 2007),.
Statistics

Unpaired t-test when appropriate or Mann-Whitney rank sum test were performed. Sex had
no statistically significant effectsin any analysis and will not be mentioned further. All analyses

were performed using Prism 8 (GraphPad). Pvalues less than 0.05 were considered significant.
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Results

At birth, Dp16(16)1Yey pups had a smaller weight and a lower heart rate (HR) compared to
WT (Table 1). Baseline breathing variables were similar between Dp16(16)1Yey and WT pups
(Table 1). Response to hypercapnia was also similar in Dp(16)1Yey and WT pups (1,84 + 0.50
vs. 1,97 £ 0.40 ml/min/g, respectively, P=0.361).

Variable WT (n=23) Dp(16)1Yey (n=22) P value
Weight, g 1.35 0,09 1.27+0.11 0.009""
Movement time, s/min 22.2+9.5 22.616.5 0.859
fz, breaths/min 108 20 105 *16 0.598

Vy, ml/g x 1073 7.4 £1.1 6.9 £1.0 0.147

Ve, ml/min/g 0.80 +0.17 0.73 £0.16 0.183
Apnea time, s/min 45149 43 £35 0.917
Heart rate, bpm 385449 344 37 0.004"*

Table 1. Baseline cardio-respiratory variables in normoxia in Dp(16)1Yey and WT newborn

mice.

Data were collected from minute O to minute 30 of the protocol. Movement time was
expressed in seconds per minute of recording time. Apnea time was expressed in seconds per
minute of movement-free time (corresponding to sleep) and calculated irrespective of apnea

type. Electrocardiograms were collected during the total recordings.
Pvalues are t test comparison between Dp(16)1Yey and wild types. Values are mean + SD.

fr = breathing frequency, V= tidal volume, Ve = ventilation

The total time for obstructive apneas was longer in Dp(16)1Yey than in WT pups (2.18 +/- 1.8
s/min vs. 1.24 +/- 1.6 s/min, respectively; P = 0.023, Figure 1), owing to their longer mean
duration (3.11 +/- 1.1 s vs. 2.05 +/- 0.7 s, respectively; P = 0.002, Figure 1). For central and
mixed apneas, no differences were found in total time, mean duration or frequency between
Dp(16)1Yey and WT pups (Figure 1). Overall, the total time of central, obstructive and mixed
apnea was not significantly different in Dp(16)1Yey and WT pups (Table 1). ECG analysis did

not reveal apnea-related bradycardia in either group.
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Figure 1. Obstructive apneas are longer in newborn Dp(16)1Yey pups compared with

wildtype littermates.

Apneas were quantified according to (A) total time calculated as the ratio of total apnea
durations divided by recording time after exclusion of activity periods, (B) apnea frequency,

and (C) apnea mean duration.

Lines and whiskers in boxplots represent medians, interquartile ranges, and minimum and

maximum values. Asterisks indicate significant differences (*: P=0.023 and **: P=0.002).
Discussion

The main result of this study was that Dp(16)1Yey newborn mice displayed longer OSA leading
to longer obstructive apnea time than their WT littermates. This result extends previous
results showing the anatomically-based susceptibility to obstructive apneas in adult

Dp(16)1Yey mice (Takahashi et al., 2020). The present results also support that the OSA
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phenotype observed in the Ts65Dn mouse model of DS (Bartolucci et al., 2021) may appear in

the neonatal period and contribute to neurodevelopmental disorders.

Several factors may account for the obstructive phenotype of mutant Dp(16)1Yey newborn
mice. First, the craniofacial hypoplasia and a reduced upper airway volume previously
reported in adult Dp(16)1Yey mice may be present at birth and contribute to upper airway
obstruction. However, such morphological abnormalities were not reported in Dp(16)1Yey
embryos at E18.5, in which only cardiac and gastrointestinal anomalies were described
(Goodliffe et al., 2016). A second possible cause of OSA may be related to the neuromuscular
control of upper airway patency in Dp(16)1Yey newborn mice, in particular those exerted by
the hypoglossal nucleus, which contains the main group of motoneurons involved in airway
patency (Horner, 2009). In line with this possibility, previous clinical studies reported a well-
tolerated and effective hypoglossal nerve stimulation (HNS) in children and adolescents
patients with DS and OSA (Caloway et al., 2020; Yu et al., 2021). The involvement of the
hypoglossal nucleus should be investigated as a mechanism in obstructive apneas in the
Dp(16)1Yey mice, as done recently in Phox2b newborn mice (Madani et al., 2021). These
studies might also give new insights on the mechanisms of known comorbidities of DS

associated with OSA such as aspiration and dysphagia (Goffinski et al., 2015).

The severity of OSA (generally assessed by concomitant bradycardia and/or oxygen
desaturation) in the present model is unclear. Apnea-related bradycardia was not observed,
even after careful examination of each individual apnea. However, the measure of oxygen
desaturation in newborn mice is not feasible with available techniques. The smaller weight of
Dp(16)1Yey micein the first day of life, compared to WT littermates, isin line with their smaller
weight at 3 days of life (Goodliffe et al., 2016) and with clinical observations of lower birth
weight in babies with DS (Morris et al., 2015). Finally, the lower heart rate observed in mutant
pups might be linked to their smaller weight or to a sympathetic failure, as hypothesized in DS

children (Sinton et al., 2022).

In conclusion, our results indicate that the Dp(16)1Yey mouse model of DS is relevant for
studying OSA, including at birth, and represents a potential candidate to investigate the
contribution of early respiratory disorders to DS pathology, and to evaluate the safety and the

efficacy of pharmacological treatments targeting obstructive sleep disorders in DS.
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DISCUSSION GENERALE
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Afin d’évaluer I'administration du sPIF en période prénatale et périnatale chez le modele
murin Dp(16)1Yey, nous avons souhaité mieux caractériser le phénotype des souris. Ce
modele présente des caractéristiques du SD tels que des anomalies cardiaques et digestives
et des déficits de mémoire a court et a long terme au stade adulte. Il était donc nécessaire de

compléter le phénotypage a des stades plus précoces.

L’étude réalisée a PO sur le phénotype cardio-respiratoire des souriceaux Dp(16)1Yey a montré
une augmentation de la durée des apnées obstructives comparativement aux souriceaux
témoins. Ces résultats sont en accord avec I’étude de Takahashi et al. (2020) suggérant un
risque élevé d’obstruction des VAS du fait d’'une hypoplasie craniofaciale et d’une diminution
du volume de ces voies. Néanmoins, des études supplémentaires doivent étre effectuées afin
d’évaluer les mécanismes mis en jeu dans ce modeéle puisque de multiples facteurs participent
a I"apparition d’un SAOS chez les patients avec SD. Cependant, on peut en déduire que les
souris Dp(16)1Yey permettent d’étudier le SAOS de fagon précoce et pourrait permettre
d’évaluer la sécurité et l'efficacité d’un traitement ciblant les apnées obstructives. De
nombreuses essais clinigues sont actuellement en cours de recrutement de patients avec SD.
IIs ont pour but de valider des méthodes de détection et de tester des approches pour traiter
ce syndrome, allant de la PPC, a la stimulation du nerf hypoglosse jusqu’a I'administration de
la combinaison d’un inhibiteur de la recapture de la sérotonine et d’'un anti muscarinique

(NCT04115878) (Taranto-Montemurro et al., 2019).

Nous devions également définir les tests de comportement au stade juvénile en fonction du
phénotype des souriceaux. Pour cela, une étude du poids a différents ages a été effectuée. Le
suivi des souriceaux aprés la naissance, réalisé a partir du 5°™ jour de vie, montre que les
souriceaux Dp(16)1Yey ont un poids plus faible comparativement aux souriceaux témoins. Ces
résultats sont en accord avec I’étude de Goodliffe et al. (2016) qui montrent une différence
significative, y compris entre les sexes, des souriceaux Dp(16)1Yey a partir de P5 jusqu’a P21
(Goodliffe et al., 2016). Les auteurs ont également observé un retard d’acquisition de la
motricité globale et des réflexes neurologiques évalués par la batterie de tests psychomoteurs
connus sous le nom de Fox’s Battery. Néanmoins, on peut penser que la différence de poids

chez les souriceaux Dp(16)1Yey représente un frein pour I’acquisition de ces réflexes.
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C’est pourquoi, deux tests comportementaux réalisés au stade juvénile ont été choisis en lien
avec la diminution de la prise de poids observée chez les souriceaux Dp(16)1Yey et dans les
deux groupes ayant recu le sPIF. Ces tests ont également été choisi car ils permettent de
mesurer la réponse comportementale et sociale des souriceaux, notamment avant I'ouverture

des yeux.

Les USV sont produites par les souris dans différents contextes incluant des interactions entre
deux souris adultes du méme sexe ou non, des interactions entre souriceaux ou encore entre
la mére et le souriceau lors d’une séparation (Portfors, 2007). Dans ce dernier cas, le souriceau
émet des vocalisations lorsqu’il se retrouve éloigné du nid, notamment en lien avec une
diminution de la température de son environnement immédiat, pour que la mére puisse le
ramener au nid (Noirot, 1972). Dans le protocole que nous avons utilisé, le souriceau est placé
seul durant 3 minutes dans une chambre isolée phoniquement et les USV liés a cet isolement

sont enregistrés.

Le test de préférence maternelle est basé sur la détection de I'odeur du nid. Le protocole
permet de proposer deux zones au souriceau : I'une contenant de la litiére propre et I'autre
de la litiere issue de la cage de la mére. En réponse a une séparation maternelle ou un
éloignement du nid, le souriceau s’oriente selon un gradient d’odeur maternelle. Les analyses
de ces deuxtestsa P7 et P8 ont montré que les souriceaux Dp(16)1Yey présentent des déficits
dans ces réponses suggérant une altération de la communication sociale précoce en lien avec
des troubles du neurodéveloppement (Scattoni et al., 2009). Néanmoins, on ne peut écarter
gue les performances diminuées dans le test de préférence maternelle soient liées a un défaut
d’olfaction chez ces souriceaux, qui n’a pas encore été exploré dans ce modele. Dans le
modeéle Ts65Dn, quelques études ont rapporté des défauts d’olfaction chez la souris adulte
liées a une réduction du nombre de neurones dans le bulbe olfactif (Bianchi et al., 2014; Guidi
etal., 2017). A P15, cette diminution n’est pas visible ce qui indique un processus dépendant
de I'age, de facon similaire a ce qui est observé chez les patients (Nijjar and Murphy, 2002).
On ne peut pas exclure non plus que la différence de performance chez les Dp(16)1Yey soit
liée a I'activité locomotrice. En effet, les femelles Dp(16)1Yey présentent une tendance a la
diminution de la distance parcourue lors du test qui pourrait potentiellement étre une

conséquence de la diminution de la prise de poids.
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Peu d’études ont mesuré ces réponses dans des modeéles du SD et aucune chezles Dp(16)1Yey.
Chez les souris Ts1Cje agées de 8 jours, I'étude de Guedj et al. (2015) montre une
augmentation d’USV émises apres une séparation maternelle de 20 minutes et en réponse a
une température de 16°C (Guedj et al., 2015). Le test de préférence maternelle montre que
ces souriceaux a P12 mettent plus de temps a rejoindre la zone maternelle. Des résultats chez
les souriceaux Ts65Dn montrent une acquisition plus tardive du pic d’émissions des USV
comparativement aux témoins et une augmentation de la latence a rejoindre la zone

maternelle (Holtzman et al., 1996).

Au stade adulte, les courbes de poids ne montrent pas de différence entre les souris
Dp(16)1Yey et témoins, c’est pourquoi, le test du labyrinthe en Y a été effectué. Les résultats
du test de la mémoire de travail évaluée par le labyrinthe en Y a I’age adulte montre une
diminution du pourcentage d’alternation spontanée chez les souris Dp(16)1Yey. Ces données
sont en accord avec les autres études ayant réalisé ce test dans ce modele (Ahmed et al., 2022;
Brault et al., 2021). De facon similaire, I'activité locomotrice n’est également pas modifiée

chez ces souris (Ahmed et al., 2022).

Une analyse histologique au stade juvénile a été effectuée afin de compléter les données. De
phénotypage. Les analyses histologiques a P11 montrent une tendance a la diminution de la
neurogénese hippocampique chez les souriceaux Dp16)1Yey. L'étude de Goodliffe et al. (2016)
a montré que ce modeéle ne présentait pas de défauts de développement cérébral et de
neurogénese au stade embryonnaire (Goodliffe et al., 2016). IIs suggérent également que les
retards d’acquisition mesurés lors des 21 premiers jours de vie de ces souriceaux pourraient
étre liés a de faibles anomalies durant la période embryonnaire ou a I'apparition de défauts

durant la période postnatale précoce.

Concernant la microglie, nos données montrent une diminution du nombre de ces cellules
chezles souriceaux Dp(16)1Yey dans le gyrus denté et dans le cortex somatosensoriel. De plus,
nous n‘avons pas constaté de différences de la morphologie microgliale dans le gyrus denté,
évaluée par la taille des prolongements. L’étude de Pinto et al. (2020) dans ce modéle a P22
montrent que le nombre de cellules microgliales n’est pas impacté dans I’hippocampe
comparativement aux souris témoins (Pinto et al., 2020). Les auteurs rapportent également
une altération de la morphologie microgliale dans cette région, indiquant une activation de

ces cellules, associée a une diminution de la densité des épines dendritiques. Le protocole
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appliqué dans cette étude est basé sur un sevrage a P16 des souriceaux et une analyse de la
microglie a P22. Des travaux ont montré qu’une séparation maternelle induise un stress et
une neuroinflammation chez les souriceaux (Dutcher et al., 2020). Dans notre étude, les
souriceauxa P11 n’ont pas été séparés de leur mere. On peut dont émettre I’hypothése qu’un
sevrage a P16 dans I’étude de Pinto et al. (2020) induirait une neuroinflammation exacerbée

chez ces souriceaux.

L’évaluation du nombre d’astrocytes avec le marqueur S100p et de leur prolifération n’a

révélé aucune différence entre les souriceaux témoins et Dp(16)1Yey.

L'analyse histologique a été complétée par des analyses moléculaires. Les analyses
d’expression de geénes impliqués dans la régulation de I'apoptose n‘ont montré aucune
différence entre les souriceaux WT et Dp(16)1Yey. Au stade juvénile, aucune étude rapportant
des effets sur I'apoptose n’a été publié. L'étude de Guedj et al. (2016) sur des processus
cellulaires obtenus a partir de cellules de patients avec SD et de cerveaux antérieurs de souris
Dp(16)1Yey a E15,5 montre une activation de mécanismes anti-apoptotiques en réponse a un

stress cellulaire induit par la copie supplémentaire des génes (Guedj et al., 2016).

Nous avons également étudié I'expression de la cycline D1 impliquée dans la neurogéneése et
la différentiation neuronale via la régulation du cycle cellulaire durant la phase G1
(Contestabile et al., 2007; Soppa et al., 2014). Les résultats montrent une diminution de
I’expression de la cycline D1 qui pourrait conduire a une quiescence dans cette phase du cycle.
La cycline D1 est également connue pour étre régulée par DYRK1A en induisant sa dégradation
rapide via sa phosphorylation sur la thréonine 286 (Thr286). Des analyses en western-blot
pour mesurer les niveaux protéiques de cycline D1 et de sa phosphorylation surla Thr286 sont
en cours de réalisation afin de compléter ces résultats. GLI2 est un facteur de transcription
activé par la voie Shh, connue pour participer a la neurogénése (Yao et al., 2016). Une
diminution de son expression a été mise en évidence dans des précurseurs neuronaux obtenus
a partir de cellules souches pluripotentes induites de patients avec SD (Klein et al., 2021). Nos
résultats sur les souriceaux Dp(16)1Yey montrent également cette diminution suggérant une
altération de la signalisation Shh dans ce modele. Ces résultats sont actuellement complétés

par des analyses protéiques de GLI2 et des voies permettant la régulation de son expression.
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Les résultats sur les niveaux protéiques du BDNF, un facteur neurotrophique, montrent une
augmentation dans le cerveau des souriceaux Dp(16)1Yey. Les souris Ts1Cje, présentent
également une augmentation des niveaux de BDNF dans I’hippocampe a I’dge adulte (Troca-
Marin et al., 2011). Cette augmentation a de plus été retrouvée dans le plasma de patients

montrent également cette élévation (Tlili et al., 2012).

Nous avons analysé |'expression de plusieurs genes en lien avec la neuroinflammation. Ibal
(ionized calcium-binding adapter molecule 1) est un marqueur de |'activation microgliale
communément utilisé (lto et al.,, 1998). Les souriceaux Dp(16)1Yey montrent une
surexpression de Ibal dansle cerveau a P6. Ces résultats sont donc en accord avec I’activation
microgliale observée par immunofluorescence dans le cortex somatosensoriel. Une
surexpression de I’'IL-6 est également observée chez ces souris par rapport aux souris témoins.
Néanmoins, ces analyses ont été réalisées sur du cerveau total n’ayant pas été perfusé. On
peut donc également émettre I'hypothése d’une inflammation systémique. Nous avons
également étudié deux génes impliqués dans la voie NF-kB. p65 est une sous-unité du dimere
NF-kB, qui lorsqu’il est activé, transloque dans le noyau et active I’'expression de géenes
impliqués dans des réponses inflammatoires et apoptotiques. IkBa est une sous-unité du
complexe IKK qui séquestre NF-kB dans le cytoplasme, limitant ainsi son action. Chez les
souriceaux Dp(16)1Yey, ces deux genes sont surexprimés. On pourrait supposer que la
surexpression d’IkBa est un mécanisme visant a compenser I’exces d’activation de cette voie

médiée par la surexpression de p65.

L'étude moléculaire a également été complétée par I'analyse de marqueurs du chromosome
21 humain, en lien avec les résultats précédemment décrits. Chez I’humain, le gene S100B est
situé sur le chromosome 21 et est présent en 3 copies dans le SD. Dans le cerveau, le dimére
S100B formé par les sous-unités S100B est majoritaire. Il est synthétisé par les astrocytes et
est considéré comme un marqueur de dommages neuronaux (Gawlikowski et al., 2014). Il est
impligué dans I’homéostasie calcique et stimule des processus cellulaires tels que la survie et
la différentiation neuronale, la prolifération astrocytaire et I'apoptose (Arrais et al., 2022).
Chez la souris, le géne est situé sur le chromosome 10. Les analyses réalisées a P6 ont montré
une surexpression du gene S100f chez les souriceaux Dp(16)1Yey alors qu'il est présent
seulement en deux exemplaires. Ceci suggére une participation des génes dupliqués dans ce

modele dans la régulation de I’expression de S100p. Une étude réalisée dans le cervelet du
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modeéle de souris Ts1Cje, dans lequel ce gene est présent en deux copies également, a
également montré une surexpression de S100f dépendante de I’age (Créau et al., 2016). De
plus, le modéle que nous avons utilisé porte trois copies du géne Dyrkla. Les effets de cette
copie supplémentaire se traduisent par une surexpression du gene et une augmentation de

ses niveaux protéiques précédemment déja décrit (Li et al., 2007).

Jusqu’a présent, il n’existe pas de traitement prénatal ciblant la DI dansle SD. L’administration
sous-cutanée de la forme synthétique du PIF ayant montré des effets neuroprotecteurs et
anti-inflammatoires dans un modéle de dommages induits au cerveau chez le rongeur
nouveau-né en ciblant directement les neurones et la microglie, nous avons souhaité évaluer
son administration dans le modéle des souris Dp(16)1Yey. Le traitement au sPIF induit une
diminution de la prise de poids dans les deux groupes de souriceaux. De ces résultats ont
découlé la création d’'un nouveau projet dans I’équipe visant a étudier |'effet de sPIF sur la
prise de poids. Pour cela, des souris C57BL6/J adultes dgées de 3 mois ont recu un régime riche
en gras afin d’induire une prise de poids. Les analyses réalisées sur ces souris ont montré que
le sPIF induit une diminution de la masse grasse, sans effet sur la masse maigre. Le mécanisme
de l'effet du traitement ne sont pas encore déterminés mais plusieurs hypothéses sont a
I’étude telles qu’un effet sur la régulation centrale de la prise de poids ou un effet direct sur

les adipocytes.

Le sPIF a montré des effets bénéfiques sur les performances des souriceaux Dp(16)1Yey dans
les tests d’évaluation des réponses a une séparation maternelle ainsi que dans le test de
mémoire de travail a I’age adulte chez les femelles. On pourrait supposer que la restauration
de la neurogéneése hippocampique postnatale permette de corriger ces déficits cognitifs. sPIF
a déja montré des effets neuroprotecteurs dans plusieurs modeéles caractérisés par de la perte

neuronale (Ambrozkiewicz et al., 2022; Mueller et al., 2015, 2014).

Aucun effet du sPIF sur la microglie et les astrocytes chez ces souriceaux n’a été mis en
évidence. Il a été montré dans plusieurs études que le sPIF permet de réduire le nombre de
cellules Ibal positives (Ambrozkiewicz et al., 2022; Spinelli et al., 2020). Néanmoins, ces
études portent sur des modeles de neuroinflammation aigue et non chronique ou le nombre
de cellules microgliales est augmentée, a I'inverse de nos résultats. Nos résultats suggerent

donc un effet neuroprotecteur plutét qu’un effet anti-inflammatoire dans ce modéle. Il serait
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nécessaire de vérifier I’effet du sPIF sur la neuroinflammation chez les souris Dp(16)1Yey au

stade adulte puisqu’elle se met en place de facon progressive dans le SD.

Le traitment du sPIF permet de normaliser la surexpression de S100f chez les souriceaux
Dp(16)1Yey. Comme précédemment décrit, des études sur des PBMC ont montré que le sPIF
était capable dediminuer I’expression d’une autre protéine faisant parti de la famille des S100.

Néanmoins, les mécanismes n’ont pas été décrit et restent a déterminer dans notre modele.

Les résultats des analyses moléculaires a P6 ont montré une normalisation de I’expression du
géne Dyrkla par le sPIF, dont I'effet a été confirmé aux niveaux protéiques. A notre
connaissance, il s’agit du seul traitement testé dans un modeéle murin du SD ayant montré cet
effet a la fois transcriptionnel et protéique. Une étude a rapporté une diminution des niveaux
protéiques de DYRK1A avec I'administration d’un peptide par voie intranasale mais sans effet
sur I'expression du géne (Tramutola et al., 2018). Néanmoins, le mécanisme de I’effet du sPIF
reste a déterminer. La régulation transcriptionnelle de Dyrk1a fait intervenir différents types
d’acteurs tels que des facteurs de transcription et des miR. D’autres mécanismes non encore

décrits pourraient intervenir comme des modifications épigénétiques.

Un autre travail réalisé dans le cadre de ma these a été d’avancer sur l'identification de
potentiels partenaires du sPIF dans le cerveau par des expériences de co-
immunoprécipitation. Du fait de contraintes techniques liées a la structure du peptide et de
son anticorps, la stratégie utilisée a été de faire synthétiser un peptide biotinylé (sPIF-biotine)
et par la suite de mettre au point sa détection par slot-blot. Des échantillons de protéines de
cerveaux de souris ont été déposés sur colonnes de streptavidine, et les fractions obtenues
contenant le sPIF-biotine ont ensuite été analysées par spectrométrie de masse. Les résultats
sont actuellement en cours d’analyse et nous permettront éventuellement de pouvoir
identifier une interaction du sPIF avec des facteurs de transcription ou des voies de

signalisation connus pour réguler Dyrk1a.

Le traitement au sPIF permet de restaurer l'expression des génes impliqués dans
I'inflammation, le cycle cellulaire et la neurogéneése ainsi que les niveaux de BDNF de fagon
similaire aux souriceaux témoins. L'effet du sPIF sur certains de ses génes et/ou protéines a
déja été analysé dans d’autres modeles. Dans une lignée de cellules placentaires, le sPIF

permet de diminuer I’expression de I'lIL-6 induite par le LPS (Spinelli et al., 2020). Cette méme
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étude rapporte une diminution de I’expression de Ibal dans la lignée de cellules microgliales
BV2. Concernant les niveaux de BDNF, des études ont montré que le PIF permet de stimuler
sa synthése dans des modeéles ol sa production est réduite (Fletcher et al., 2018; Mueller et
al., 2015). A I'inverse, notre étude montre une augmentation de sa production chez les souris

Dp(16)1Yey avec une restauration de ces niveaux chez les souriceaux ayant regu le sPIF.

De plus, il induit une diminution de I’expression de marqueurs pro et anti-apoptotiques dans
notre modele. Cet effet a déja été observé sur Bax, un facteur pro-apoptotique, dont
I’expression est augmentée dans une lignée de cellules placentaires ayant recu du LPS (Spinelli
etal., 2020). Concernant Bcl/2, son expression est augmentée dans le cas d’un traitement avec
sPIF dans un modele de rat ayant subi des dommages au cerveau, a l'inverse de nos résultats
(Mueller et al., 2015). Cette étude montre également qu’il induit une diminution des niveaux
en ARNm de Bad, un autre facteur anti-apoptotique, suggérant que le sPIF permet de réguler

finement I’apoptose de fagon dépendante du contexte.

Le traitement au sPIF a également montré certains effets dans le groupe de souriceaux
témoins notamment : une diminution de I’expression de génes impliqués dans I'inflammation
et I'apoptose. L'effet sur I’expression de I'lL-6 dans des conditions témoins a déja été montré
sur une lignée de cellules placentaires (Spinelli et al., 2020) ; Une diminution de la prise de
poids; Une augmentation du nombre de cellules S100B positives dans le cortex
somatosensoriel ; une diminution du pourcentage d’alternance spontané chez les femelles
exclusivement. Bien que le sPIF n’ait pas montré d’effets déléteres sur la survie des souriceaux
WT supposant ainsi qu’il ne présente pas de toxicité, ces effets restent a étudier de fagon plus
précise au vu notamment de ces effets sur le nombre d’astrocytes dans le cortex

somatosensoriel.

En conclusion, cette étude a montré des effets bénéfiques de I'utilisation du sPIF en période
pré/périnatale dans un modeéle murin du SD, les souris Dp(16)1Yey. Il permet de restaurer la
neurogénese postnatale hippocampique affectée chez ces souriceaux en relation avec ces
effets sur le cycle cellulaire et/ou sur des voies stimulant la croissance neuronale, et sans effets
déléteres sur la survie des souris. Il permet d’améliorer le développement des réflexes
neurologiques basés sur la communication sociale en réponse a une séparation maternelle au
stade juvénile ainsi que la mémoire de travail hippocampique dépendante au stade adulte

chez les femelles. Les mécanismes de ses effets restent a déterminer, notamment sur la
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normalisation de I'expression de Dyrk1a, qui représente aujourd’hui une cible thérapeutique
majeure dans le SD. Aprés des études complémentaires, ce traitement pourrait donc étre
envisagé comme candidat pour traiter les déficits cognitifs chez les patients avec SD. En effet,
I'utilisation du sPIF est déja a I’étude dans le cas d’autres pathologies et n’a pas montré de
toxicité et d’effets secondaires graves. Dans le cas d’un traitement in utero, la fenétre
d’utilisation de ce peptide chez I’humain devra étre ajustée et la potentielle toxicité feetale

devra étre évaluée les femmes enceintes.

A ce jour, aucun essai clinique chez I’lhumain n’a été réalisé durant la période prénatale en lien
avec la DI dans le SD bien que ce stade puisse représenter une fenétre thérapeutique
particulierement pertinente du fait des désordres neurodéveloppementaux caractérisés. Ce
mangque d’études résulte de considérations a la fois éthiques et sécuritaires. Néanmoins, bien
qu’il y ait des outils de dépistage anténataux de plus en plus perfectionnés et non invasifs et
la possibilité d’une interruption médicale de grossesse, le SD n’est parfois détecté qu’a la
naissance de I’enfant. Certaines familles décident également de poursuivre la grossesse et
d’accueillirun enfant porteur du SD mais ce choix peut étre différent selon le pays ou la région

concernée (Figure 25).
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Figure 25: Prévalence du SD et pourcentage de grossesse aboutie en cas de diagnostic
prénatal du SD en fonction des pays ou régions.

Adapté de (Hasina and Wang, 2022)
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Cela montre la nécessité de développer des traitements prénataux ciblant la DI en lien avec le
SD avec I'assurance de leur sécurité a la fois pour la mere et I’enfant. lls pourraient permettre
de diminuer les désordres neurodéveloppementaux induits par la présence du chromosome
21 supplémentaire et ainsi améliorer la qualité de vie de ces patients et leur permettre une

meilleure inclusion dans la société.
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Abstract: Down syndrome (DS) is a complex genetic condition due to an additional copy of human
chromosome 21, which results in the deregulation of many genes. In addition to the intellectual
disability associated with DS, adults with DS also have an ultrahigh risk of developing early onset
Alzheimer’s disease dementia. DYRK1A, a proline-directed serine/threonine kinase, whose gene
is located on chromosome 21, has recently emerged as a promising plasma biomarker in patients
with sporadic Alzheimer’s disease (AD). The protein DYRK1A is truncated in symptomatic AD, the
increased truncated form being associated with a decrease in the level of full-length form. Activity-
dependent neuroprotective protein (ADNP), a key protein for the brain development, has been
demonstrated to be a useful marker for symptomatic AD and disease progression. In this study, we
evaluated DYRK1A and ADNP in CSF and plasma of adults with DS and explored the relationship
between these proteins. We used mice models to evaluate the effect of DYRK1A overexpression
on ADNP levels and then performed a dual-center cross-sectional human study in adults with DS
in Barcelona (Spain) and Paris (France). Both cohorts included adults with DS at different stages
of the continuum of AD: asymptomatic AD (aDS), prodromal AD (pDS), and AD dementia (dDS).
Non-trisomic controls and patients with sporadic AD dementia were included for comparison. Full-
form levels of DYRK1A were decreased in plasma and CSF in adults with DS and symptomatic
AD (pDS and dDS) compared to aDS, and in patients with sporadic AD compared to controls. On
the contrary, the truncated form of DYRK1A was found to increase both in CSF and plasma in
adults with DS and symptomatic AD and in patients with sporadic AD with respect to aDS and
controls. ADNP levels showed a more complex structure. ADNP levels increased in aDS groups vs.
controls, in agreement with the increase in levels found in the brains of mice overexpressing DYRK1A.
However, symptomatic individuals had lower levels than aDS individuals. Our results show that the
comparison between full-length and truncated-form levels of DYRK1A coupled with ADNP levels
could be used in trials targeting pathophysiological mechanisms of dementia in individuals with DS.

Keywords: Down syndrome; Alzheimer’s disease; DYRK1A; ADNP; brain; plasma; CSF
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1. Introduction

Down syndrome (DS, or trisomy 21), the most common chromosomal abnormality in
humans, is a complex genetic condition due to an extra copy of human chromosome 21
(HSA21), which results in the deregulation of many genes [1]. DS is associated with various
clinical conditions [1], and all individuals with DS have some degree of intellectual disabil-
ity [2]. DS people have an increased risk of developing early onset Alzheimer’s disease
(AD) dementia [3]. All people with DS at 40 years have Alzheimer’s-like neuropathological
lesions, which disrupt brain function and increase the risk for symptomatic AD. People
with DS have the neuropathological hallmarks of AD, with a progressive build-up of
extracellular A plaques and intraneuronal hyperphosphorylated tau [4,5].

As in sporadic AD, in DS, there is an AD continuum that encompasses a preclinical
stage (asymptomatic DS patients (DS)), a prodromal stage (with cognitive impairment and
behavioral changes but before dementia (DS/PROD), and a dementia stage of AD (DS/AD).
DS brains exhibit A3 diffuse plaques starting at age 12-13 years, which are observed in the
preclinical and prodromal stages of sporadic AD [6,7].

This high prevalence in AD is thought to be due to the additional copy of the Amyloid
Precursor Protein (APP) gene, coded on HSA21 [8]. An extra copy of the APP gene increases
predisposition to early onset AD in DS people by enhancing the levels of amyloid-3 (Af) [6].
DS individuals have a higher incidence of dementia compared to the overall population, the
incidence of dementia being higher in individuals with DS than in the general population,
with a progressive cognitive damage developing at a much earlier age, the median age of
dementia onset across all reported studies being 55 years [9].

Numerous studies focused on molecular mechanisms that promote AD neuropathol-
ogy in DS [10]. Trisomy of HSA21 results in increased gene dose for many other genes
beyond APP playing a crucial part in DS neuropathology. Among these genes, DYRK1A
(for Dual specificity Tyrosine (Y) phosphorylation-Regulated Kinase 1A) plays a well-
known part in abnormal tau protein phosphorylation, a crucial mechanism underlying the
formation of toxic neurofibrillary tangles (NFTs) in AD [11].

Biomarkers play a critical role in the characterization of the progression of a dis-
ease, and in both target engagement and theragnostic endpoints in drug development.
Core biomarkers of AD have been studied in adults with DS, namely cerebrospinal fluid
(CSF) AB1-42 and amyloid PET, CSF phosphorylated tau and tau PET, neuronal injury
biomarkers such as CSF total tau and neurofilament light chain (NfL), or regional brain
atrophy on MRI [8,12]. These studies investigating imaging and fluid biomarkers have
demonstrated a strikingly similar sequence of events or natural history to that described
in sporadic AD and autosomal dominant AD [12]. Despite these similarities, there might
be some differences in A3 metabolism, neuronal injury, or neuroinflammation [13]. We
have previously shown that protein levels of DYRK1A, a proline-directed serine/threonine
kinase, whose gene is located on HSA21, are lower in plasma from sporadic AD patients
compared to controls of the same age. This decrease was already observed in patients
with mild cognitive impairment (MCI) [14,15]. We also detected lower DYRK1A protein
levels in lymphoblastoid cell lines (LCLs) from patients with AD dementia [14]. DYRK1A
is an important factor that contributes to intellectual disability, memory deficit, and AD-
type dementia, the main characteristics of the DS phenotype [16,17]. The key functions
of DYRK1A have been associated with the neurodevelopmental abnormalities observed
in people with DS [18]. Recent studies also indicate that this kinase plays an important
role in early neurodegeneration, neuronal loss, and dementia in AD [19]. The phenotypic
follow-up of cases of neurodevelopmental disorders has allowed to explore specific clinical
phenotypes in a genotype-first manner, such as in the case of genes such as DYRKIA and
activity-dependent neuroprotective protein (ADNP) [20]. Alterations in these genes are
associated with more severe neurodevelopmental delays [20]. ADNP is essential for brain
formation and is linked to cognitive functions. ADNP involvement has been demonstrated
in AD dementia, suggesting that altered ADNP blood levels [21] could potentially be used
as a marker for AD progression.
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Based on the data mentioned above, the involvement of DYRK1A and ADNP in neu-
rodevelopmental disorders and AD pathology makes them good candidate biomarkers
for AD in DS. To test this hypothesis, we first have evaluated the effect of DYRK1A over-
expression on ADNP in DS mouse models with different genetic complexity [22,23], and
have analyzed CSF and blood levels of DYRK1A and ADNP using cohorts of cognitively
normal euploid controls, patients with sporadic AD, and adults with DS across the whole
AD continuum [8,12].

2. Materials and Methods
2.1. Experimental Mice

All procedures were performed in agreement with the ethical standards of French and
European regulations (European Communities Council Directive, 86/609 /EEC). Official
authorization from the French Ministry of Agriculture was allowed to realize research
and experiments on animals (number authorization 75-369). Mice were housed in a
controlled environment with unlimited access to food and water on a 12-h light/dark cycle.
Experimental protocol was endorsed by the institutional animal care and use committee
of University (CEEA40). The mBACtgDyrk1A strain carries a murine bacterial artificial
chromosome with on copy of Dyrk1A [22]. The mBACtgDyrk1A and Dp(16)1Yey mice were
maintained on a C57Bl/6] background and genotyped as described [22,23]. Two-month-old
male mice from the same litter were used, with the number and suffering of mice being
reduced as much as possible.

2.2. Cohorts of Patients

Adults with DS were recruited in the Hospital de la Santa Creu I Sant Pau (Barcelona,
Spain) and Institute Jérome Lejeune (Paris, France). The Protocol number is [IBSP-DOW-
2018-38. Participants or their legal representative gave written informed consent, as ap-
proved by the ethics committee of Hospital Sant following the standards for medical
research in humans recommended by the Declaration of Helsinki and reported to the
Ministry of Justice according to the Spanish laws for research in people with intellectual
disabilities. For France, material was provided by the CRB BioJeL of the Institute Jérome
Lejeune according to the declaration and authorization from the Ministry of Research for the
use, exportation, and export of human samples. Subjects were required to understand and
accept the study procedures to give their informed consent. Genetic screening of trisomy 21
aneuploidy was performed as previously described confirming full trisomy of HSA 21 [8].
Participants were classified by physicians and neuropsychologists into asymptomatic AD
(without AD-related cognitive impairment) (aDS), prodromal AD (with suspicion of AD
but symptoms did not fulfil criteria of dementia) (pDS), AD dementia (fulfilling criteria of
dementia) (dDS) according to previously published criteria [8]. Control subjects, without
cognitive or neurological disorders and normal levels of core CSF biomarkers of AD, and
sporadic AD patients were selected from the Sant Pau Initiative on Neurodegeneration
(SPIN) cohort [8].

2.3. Cell Lines and Culture Conditions

LCLs, extensively used to analyze genotype/phenotype correlation, result from B
lymphocytes of control individuals (2N) and non-related DS with (DS/AD) or without (DS)
AD as previously mentioned [24,25]. Cultures of LCLs were done in Opti-MEM/GlutaMax,
with 1% penicillin and streptomycin (10,000 U/mL) and 5% fetal bovine serum (from a
unique batch) (Invitrogen, Cergy, France), at 37 °C with 5% CO, in a humidified incubator.

2.4. Protein Extraction and Analysis

Total brain protein samples were prepared by homogenizing brains in 500 pL phosphate-
buffered saline with a cocktail of protease inhibitors (1 mM Pefabloc SC, 5 ug/mL E64, and
2.5 pg/mL Leupeptin). LCLs were harvested by centrifugation, washed in PBS, followed by
another centrifugation, and stored at —80 °C. Cell lysates were obtained from 5 x 10° cell



Biomedicines 2022, 10, 1380

40f11

pellets treated with 300 uL of lysis buffer (Tris, 50 mM, pHS8; NaCl, 150 mM; Igepal, 1%
(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France)), SDS, 0.1% containing protease inhibitors
(1 mM Pefabloc SC, 5 ug/mL E64, and 2.5 ng/mL Leupeptin). Protein concentrations were
detected with the Bio-Rad Protein Assay reagent (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Proteins
were subjected to SDS electrophoresis on acrylamide gels under reducing conditions and
transferred to Hybond-C Extra membrane (GE Healthcare Europe GmbH, Saclay, France).
To assess and confirm the relative amounts of proteins, we used a slot blot method after
testing the specificity of antibodies by Western blotting. Protein preparations were blotted
on a Hybond-C Extra membrane (GE Healthcare Europe GmbH) using a Bio-Dot SF Micro-
filtration Apparatus (Bio-Rad). After transfer, membranes were saturated by incubation
in 10% w/v nonfat milk powder in Tris-saline buffer (1.5 mM Tris base, pH 8; 5 mM NaCl;
0.1% Tween-20) and incubated overnight at 4 °C with an antibody directed ADNP (1/500,
Santa Cruz Biotechnology, catalog # sc-393377, Dallas, TX, USA), DYRK1A (1/500, Abnova
corporation, catalog # NP_001387, Taipei, Taiwan), DYRK1A (Sigma-Aldrich, catalog #
D1694). Binding of the primary antibody was detected by incubation with horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody using the Western Blotting Luminol
Reagent (Santa Cruz Biotechnology). 3-actin (for Western blot) (Sigma-Aldrich) or Ponceau-
S coloration (for slot blot) (Sigma-Aldrich) was used as an internal control. Digitized images
of the immunoblots obtained using an LAS-3000 imaging system (Fuji Photo Film Co., Ltd.,
Tokyo, Japan) were used for densitometric measurements with an image analyzer (UnScan
It software, Silk Scientific Inc., Orem, UT, USA).

2.5. Preparation of Plasma and CSF Samples and Essays

Plasma and CSF samples were collected according to international consensus rec-
ommendations, processed, aliquoted, and frozen at —80 °C according to standardized
procedures [8]. The DYRKI1A levels in plasma and CSF were assessed by a solid phase
immobilized epitope immunoassay, as described in [14]. Plasma and CSF ADNP (Abcam
ELISA kit, Paris, France) were assessed using sandwich ELISA (cloud-clone corp ELISA Kkit,
catalog # SEJ674HU, 1/250 for plasma samples and 1/10 for CSF samples). After removal
of unbound conjugates, bound enzyme activity was assessed by use of a chromogenic
substrate for measurement at 450 nm by a microplate reader (Flex Station 3, Molecular
Devices, Ltd., Wokhingham, UK).

2.6. Data Analysis

Statistical analyses were done with the Statview software (Statview 3, Abacus Cor-
poration, Baltimore, MD, USA). We used student ¢-tests and two-way ANOVA followed
by the Bonferroni/Dunnet post hoc test. Results are expressed as mean £ SEM (standard
error of the mean). Data were considered significant when p < 0.05.

3. Results
3.1. ADNP Protein Level Is Linked to DYRKI1A Protein Level in the Mouse Brain

There are three independent mouse regions homologous to HSA21, the largest region
is found on mouse chromosome 16 (MMU16), which contains the gene encoding DYRKIA.
Therefore, we used the Dp(16)1Yey mouse model, which carried the duplication of the
entire mouse chromosome 16 (MMU16) region syntenic to HSA21 [23]. ADNP protein
level was increased in the brain of Dp(16)1Yey compared to WT mice (Figure 1). To show if
the increased ADNP level is due to DYRK1A overexpression, we used a transgenic line
overexpressing DYRK1A, the mBACtgDyrklA mouse model [22]. The level of protein
ADNP was also found to be increased in brain of mBACtgDyrk1A mice (127.6 &= 9.7 vs.
100 £ 4, n = 8 for each group, p < 0.05). Furthermore, a positive correlation was found
between the ADNP and DYRKI1A protein level (p < 0.02 with a p = 0.615).
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Figure 1. ADNP protein levels in brain of Dp(16)1Yey mice. Western blotting showing ADNP in
brain of control (WT) and Dp(16)1Yey mice. Values were obtained by normalization of images from
ADNP to Bactin (for Western blot) or Ponceau-S coloration (for slot blot). Statistical analysis was
done with the Student’s t-test using Statview software. Data were normalized to the mean of control
(WT) mice. The results are represented as means == SEM. n = number of mice. * p < 0.05.

3.2. DYRKI1A Protein Level Is Modified in LCLs from DS Patients with AD Dementia

Recent studies have demonstrated that the protein DYRK1A is truncated in symp-
tomatic AD. Rge C-terminal truncated protein has stronger activity than its full-length
form in promoting Tau phosphorylation [26]. This increase in the truncated form is also
associated with a decrease in the level of the full-length form [26,27]. Using the anti-Dyrk1A
antibody 7D10 targeting the C-terminal region of DYRK1A (Figure 2a), we observed a de-
crease in the level of full-length form in LCLs from dDS patients compared to level in LCLs
from aDS patients (117 £ 23 vs. 227 & 34) (Figure 2b,c). In turn, this level was increased
in LCLs from aDS patients when compared to euploid healthy individuals (227 £ 34 vs.
100 + 17) (Figure 2b,c). Therefore, we performed Western blot analyses using the D1694
antibody targeting the N-terminal region of the protein DYRK1A (Figure 2a) and observed a
decreased level of the full-length form of DYRK1A with an increased level of the truncated
form (50 kDa) in LCLs of patients with dDS compared to the level in LCLs from individuals
with aDS (317 £ 37 vs. 214 + 22) (Figure 2b,d), the level of this truncated form being
increased in LCLs of patients with aDS compared to the level in LCLs from euploid healthy
individuals (214 & 22 vs. 100 & 15 (Figure 2d). Unfortunately, it was not possible to detect
ADNP in LCLs.

3.3. DYRK1A Protein Level Is Modified in CSF and Plasma in DSAD

Table 1 shows the demographic data for the participants included in the study. Using
the same antibodies (Figure 2a), we assessed the levels of different forms of DYRK1A in
CSF and plasma. Given that the mean age of aDS, pDS, and dDS was 40 years, 52 years,
and 55 years, respectively, we used two groups of control patients, with a mean age being
39 years and 54 years. As we found no statistical difference between these two groups on
controls, these two groups were treated as separate but as one group designated as controls
(Table 1). Furthermore, we found no sex differences for CSF and plasma DYRK1A levels.
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Figure 2. Full-length and truncated DYRK1A levels in LCLs. (a) Antibodies used for full-length
(D1694) and truncated forms of DYRK1A detection. (b) Western blotting showing full-length and
truncated form levels of DYRK1A in LCLs from healthy individuals (2N) and DS patients with
(dDS) or without (aDS) AD dementia. Proteins were performed by Western blotting and values were

obtained by normalization of images to Bactin. (c¢,d) Data of full-length and truncated forms were

normalized to the mean of healthy individuals (2N) and results are represented as mean + SEM.
n = number of LCLs. * p < 0.05; ** p < 0.005.; *** p < 0.001.

Table 1. Demographics and biomarker data of participants with DS and controls.

Controls aDS pDS dDS
Mean age at collection (years) 45 40 52 55
N (CSF) 19 45 22 27
Female/male (CSF) 13F/6M 22F/23M 11F/11M 12F/15M
CSF DYRKIA long form 5403 744+07% 4403595 4 4 0.3 95
(ng/mL)
CSF DYRKI1A long and short form (ng/mL) 71408 944+ 1% 14.8 +2.2°% 19.6 + 3.1 %%
CSF ADNP (ng/mL) 349413 40.1+2*% 33142189 26.3 + 2.5 %98
N (Plasma) 19 77 22 57
Female/male (Plasma) 10F/9M 36F/41M 10F/12M 28F/29M
Plasma DYRK1A long form (ng/mL) 2.8+04 344027 21403% 24+£02%
Plasma DYRK1A long and short form 37405 52+035* 65+ 1 7.65 + 0.6 555
(ng/mL)
Plasma ADNP (ng/mL) 1.5+0.1 2401* 0.6 + 0.1 %55 1.54 0.1 9588

N: number of samples; aDS: asymptomatic AD; pDS: prodromal AD; dDS: AD dementia; CSF: cerebrospinal
fluid; controls: controls euploid healthy controls. Symbols designate significant differences between groups.
* p < 0.05 (aDS vs. controls); ® p < 0.05; % p < 0.005; %% p < 0.0001 (pDS and aDS vs. DS); § p < 0.05; 58 p < 0.0001

(dDS vs. pDS).

Compared to controls, full-length and truncated forms of DYRK1A as well as ADNP
levels were higher in CSF and plasma of aDS individuals (Table 1).
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Compared to asymptomatic group (aDS), the full-length form of DYRK1A decreased
in CSF and plasma in the symptomatic groups (pDS and dDS), with no differences between
the pDS and dDS groups. Conversely, the truncated form level of DYRK1A was found
to be increased in the CSF of pDS and dDS groups compared to aDS, but in plasma, the
increase was only statistically significant for the dDS group (Table 1). The ADNP level was
decreased in the CSF and plasma of the pDS and dDS groups (Table 1). Compared to the
pDS group, ADNP levels decreased in CSF but increased in plasma from the dDS group
(Table 1).

3.4. DYRK1A Protein Level Is Modified in CSF and Plasma from Sporadic AD Patients

To show if results are specific for patients with DS, we also used a cohort of AD patients
compared to age-matched euploid controls (Table 2). Table 2 shows the demographic data
for the participants included in the study, with a mean age of 67 years for controls and
64 years for AD patients. No differences were found between female and male patients
in plasma and CSF DYRKI1A levels. As previously reported [14,15], the full-length form
level of DYRK1A was decreased in plasma of AD patients compared to controls (Table 2).
This decrease was also found in the CSF (Table 2). Conversely, the truncated form level of
DYRK1A was found to be increased in the CSF and plasma of AD patients, the difference
being only statistically significant in CSE. Compared to controls, the ADNP level decreased
in CSF but increased in plasma (Table 2).

Table 2. Demographics and biomarker data of participants with AD and controls.

Group Controls AD
N 9 18
Mean age at collection (years) 67 64
Female/male 5F/4M 12F/6M
CSE DYggl/rAn ILO)“g form 5.7+ 0.4 37+06*
CSF DYRK1A long and short form (ng/mL) 98 +24 21+£3.6*
CSF ADNP (ng/mL) 35.5+4.6 2424+22*
Plasma DYRK1A long form (ng/mL) 2+03 14+£01*
Plasma DYRK1A long and short form (ng/mL) 35+05 46+03
Plasma ADNP (ng/mL) 144+0.1 25+ 02*

N: number of samples; AD: Alzheimer’s disease; CSF: cerebrospinal fluid; controls: controls euploid healthy
controls. Symbols designate significant differences between groups. * p < 0.05; ** p < 0.0001.

4. Discussion

Here, we report that the full-length form level of DYRK1A is decreased both in plasma
and CSF of symptomatic DS groups (pDS and dDS) compared to the asymptomatic DS
group (aDS), and in sporadic AD patients compared to controls. These changes related to
symptomatic AD agree with sporadic AD. A similar phenomenon in magnetic resonance
spectroscopy was previously found [28]. Conversely, the truncated form level of DYRK1A
was found to be increased in CSF and plasma. The proteolytic cleavage of DYRK1A by
calpain 1 gives a truncated form with a higher kinase activity towards Tau phosphorylation,
this cleavage being positively correlated with the 3R-Tau/4R-Tau ratio in the brains of
AD patients [26]. We also observed a decrease in the full-length form of DYRK1A with an
increased level of truncated form in LCLs of patients with dDS compared to the level in
LCLs of patients with aDS. Neurodegeneration occurs in part driven by neuroinflammation.
In this respect, much evidence emphasizes the pivotal role of calpain hyperactivation in
neurodegenerative diseases [29]. DYRK1A comprises a signal peptide for protein degra-
dation, named the PEST sequence, which is critical for calpains-dependent proteolytic
cleavage [30]. We previously found not only a decrease in the full-length form level of
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DYRK1A, but also an increased calpain activity in the brain of mBACtgDyrk1A mice after
lipopolysaccharide injection, which induces an inflammatory response [31]. Overactiva-
tion of calpain 1 is found in the brain of AD patients [32]. Even if DS patients with AD
have a distinct neuroinflammatory phenotype compared to sporadic AD [33], we could
hypothesize that the decrease of full-length form of DYRK1A associated with the increase of
truncated form could be due to an increase of calpain 1 activity in symptomatic DS groups.

ADNP has been demonstrated to be neuroprotective [34]. Active fragments of ADNP,
NAPVSIPQ (NAP), have protective effects in the context of neuroinflammation [35]. They
have shown therapeutic potential for developmental delay and learning deficits in a DS
model [36,37]. NAP also showed neuroprotective effects in mice models of chronic neu-
rodegeneration such as AD; NAP treatment of transgenic mice initiated at an early stage
reduced both Af3 and tau pathology [38]. ADNP-haploinsufficient mice exhibit age-related
tauopathy, neurodegeneration, and cognitive deficits [39]. In the transgenic mice that
overexpress the mutated tau 4R species in the cerebral cortex, an increase in cortical ADNP
has been reported preceding tauopathy [40]. However, with aging, the cortical ADNP
decreases [41]. Here, we found an increased ADNP level in the brain of Dp(16)1Yey mouse
model, with this increase correlating positively with DYRK1A protein level. Even if ADNP
is expressed in many immune system cells [42], we did not detect it in LCLs certainly due
to too low protein expression. However, even if we did not confirm the correlation in LCLs,
we confirmed the increased ADNP level in the CSF and plasma in the preclinical stage of
DS (aDS). Taken together, these results raise the possibility that peripheral ADNP could be
used to track disease progression.

Therefore, we analyzed ADNP levels in the CSF and plasma and found a decreased
level in the symptomatic DS groups (pDS and dDS) compared to the asymptomatic DS
group (aDS). However, when compared to the pDS group, the ADNP level is decreased in
the CSF but increased in the plasma of the dDS group; these results were similar in sporadic
AD patients. Malishkevich et al. [21] demonstrated that ADNP plasma/serum levels
discriminated well between cognitively normal elderly, MCI, and AD dementia participants.
Taken together, these results suggest that the ADNP measures could potentially be a useful
surrogate marker for the onset and progression of AD disease in individuals with DS.

5. Conclusions

In summary, our present findings demonstrate a decrease in the full-length form
of DYRK1A with an increase in the truncated form in plasma and CSF of symptomatic
DS groups compared to the asymptomatic DS group, and in patients with sporadic AD
compared to controls. Therefore, our results indicate that the altered levels of the full-length
form and truncated form of DYRK1A are associated to AD pathology in individuals with
DS. Plasma and CSF levels of ADNP were found to increase in the preclinical stage of DS
and decreased in the symptomatic groups of DS. A comparison between plasma and CSF
for pDS and dDS showed similar results than in sporadic AD patients compared to controls.
Therefore, these results demonstrate that altered levels of ADNP are associated to AD
progression in individuals with DS. In conclusion, this study shows for the first time that
the comparison between full-length and truncated form levels of DYRK1A coupled with
ADNP levels could be used in trials targeting pathophysiological mechanisms of dementia
in individuals with DS.
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