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Résumé

La maladie d’Alzheimer (MA), maladie neurodégénérative, progressive et incurable
entrainant un déclin cognitif est caractérisée par I’accumulation extracellulaire de plaques
amyloides et d’agrégats intracellulaires de protéines Tau dans les neurones. Ces deux types de
Iésions apparaissent initialement dans 1’hippocampe et se répandent progressivement dans les
autres régions du cerveau. L’age est le principal facteur de risque de la MA, mais d’autres
facteurs de risque tels que les troubles du sommeil sont également mis en cause dans le
développement de cette pathologie. Le syndrome d'apnée du sommeil (SAS), caractérisé par
une fragmentation du sommeil et une hypoxie intermittente (HI) est fréquemment retrouvé chez
les patients atteints de la MA et les personnes souffrant de SAS sont plus enclines a développer
de troubles cognitifs et des pathologies neurodégénératives. Expérimentalement, I’HI provoque
du stress oxydant et une neuroinflammation, en particulier au niveau de I’hippocampe, pouvant
entrainer et/ou étre le corollaire d’une sénescence cellulaire et d’un vieillissement précoce.

Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a I’HI chronique comme
inducteur potentiel de la sénescence dans I’hippocampe en analysant les marqueurs de
sénescence et du secrétome inflammatoire associé¢ a la sénescence (SASP) chez des souris
sauvages soumises a une HI chronique pendant six semaines. Afin de déterminer I’impact de la
sénescence induite par I’HI sur le développement de la MA, nous avons également travaillé sur
des cohortes de souris PS1Ki, mod¢les de la MA.

Nous montrons des effets délétéres de l'exposition a I’HI chronique chez des souris

adultes par la mise en évidence de I’altération de la mémoire de reconnaissance d'objet, de
I’induction d’un stress oxydant et de I’augmentation de marqueurs de sénescence cellulaire et
du SASP dans I’hippocampe, notamment dans le gyrus denté et la région CA3 de la corne
d’Ammon. Les effets sont graduels avec 1’dge des souris et les neurones semblent étre
particulierement impactés par cet état de sénescence. Chez les souris PS1Ki, les altérations,
déja révélées dans des conditions de normoxie sont exacerbées par I’HI chronique. En effet, en
plus d’étre présentes dans I"hippocampe, les cellules sénescentes s’accumulent dans les cortex
entorhinal et préfrontal en fonction de I’age des souris.

L’ensemble de nos résultats suggerent que le processus de sénescence cellulaire serait
un facteur clé de la transition du vieillissement cérébral physiologique vers la pathologie
neurodégénérative. Un traitement sénolytique visant a éliminer les cellules sénescentes pourrait
étre envisagé pour améliorer les traitements actuels du SAS et prévenir un vieillissement

cérébral prématuré accélérant la physiopathologie et les symptomes de la MA.

Mots-clés : maladie d’Alzheimer, syndrome d’apnée du sommeil, hypoxie intermittente,
vieillissement, stress oxydant, sénescence cellulaire, SASP



Abstract

Alzheimer's disease (AD), a neurodegenerative, progressive and incurable
diseaseleading to cognitive decline is characterized by extracellular AP plaques and
intracellular neuronal tau-containing neurofibrillary tangles.

Both of these lesions appear in the hippocampus and spread to other regions of the brain.
Age is the primary risk factor, but other risk factors such as sleep disorders are also implicated
in the development of AD. Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS), characterized by sleep
fragmentation and intermittent hypoxia (IH), is frequently found in AD patients, and people
with OSAS are more prone to developing cognitive disorders and neurodegenerative
pathologies. Experimentally, IH induces oxidative stress and neuroinflammation, specially, in
the hippocampus, which may lead to and/or be a consequence of cellular senescence and
premature aging.

In this thesis work, we focused on chronic IH as a potential inducer of senescence in the
hippocampus by analyzing senescence markers and the senescence-associated secretory
phenotype (SASP) in mice subjected to chronic IH for six weeks. To determine the impact of
IH-induced senescence on the development of AD, we also worked on cohorts of PS1Ki mice,
AD models.

We demonstrate detrimental effects of chronic IH exposure in adult mice by showing
impairment in object recognition memory, induction of oxidative stress, and increased markers
of cellular senescence and SASP in the hippocampus, particularly in the dentate gyrus and CA3.
These effects are age-dependent and neuronal cells appear to be particularly affected by this
state of senescence. In PS1Ki mice, alterations, already revealed under normoxic conditions,
are exacerbated by chronic IH. Indeed, in addition to being present in the hippocampus,
senescent cells accumulate in the entorhinal and prefrontal cortices depending on the age of the
mice.

Collectively, our results suggest that the process of cellular senescence may be a key
factor in the transition from physiological brain ageing to neurodegenerative pathology.
Senolytic treatment targeting senescent cells could be considered to improve current OSAS
treatments and to prevent premature brain ageing, thereby accelerating the pathophysiology and
symptoms of AD.

Key words: Alzheimer's disease, sleep apnoea syndrome, intermittent hypoxia, ageing,
oxidative stress, cellular senescence, SASP



Sommaire

RESUME 1
ABSTRACT 2
SOMMAIRE 3
TABLE DES ILLUSTRATIONS 7
ABREVIATIONS 11
INTRODUCTION 15
CHAPITRE 1 16
LA MALADIE D’ALZHEIMER 16
L. DECOUVERTE DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER .........eerttrttenitenteentteeteenieesteesieesateesseesseesseesnseesseesnsessseesnne 17
II. EPIDEMIOLOGIE ET CONSEQUENCES SOCIO-ECONOMIQUES.....ccctteriierrieniieeieenieesieesieesteesseesseesseesnsesssees 18
III.  LESIONS CEREBRALES DANS LA MALADIE D’ ALZHEIMER ....c..cevittiniierieeniieeieenieesieesieesteesseesseesseesnsesssees 20
. AU NIVEAU MACTOSCOPIGUE ...vveuvieurerieierseetesetessesseeseeseesseassesseassenseasesseessesssensesssessesssessesssessesssensesssenns 21
AU NIVEAU MICTOSCOPIQUE ....euveevtentiereeeretesteetesetestesstesesseessesseesessaeseessesseessesseessesseessesseessesseessessaensens 22
a) Dégénérescences neurofibrillaires (DINF) .......cccooiviiieiiieiiinieiesieeeeee ettt 22
b) PLAGUES SENILES .....eveiieiieieieteet ettt ettt et ettt s bbbt s e st ea e st et et e e beebeeaeenten e e st e tebebenbeeneenean 23
c) Neuroinflammation dans la maladie d’ AlZREIMET ............ccoeviiriiririnirieieeeee s 27
IV. DIAGNOSTIC DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER ....ccc.tttittiitieiieenitenieeniteeteenteeeseenseesnseesseesaseesseesseesseesssesssees 30
L. SIZNES CHMIGUES ..ovieiieetieiieiietteiesteete st ete st ete st esteeseesteessenseensenseansesseensesseensesssensesssensesnsesesnsenseensenns 30
2 Formes familiale et sporadique de la maladie d’ AlZheimer...........cccccueevroeiininininininieeecene 34
V.  THERAPEUTIQUES DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER ......ccectttrteriieniieeieenitesieenitesateesitesseesseesseesseesnsessseesane 35
VI.  FACTEURS DE RISQUES DE LA MA ..ottt ettt ettt sttt st et st e sba e st esbeesbeenaeesane 38
I.  PolymorphiSmes SENETIQUES .......c.ervieeiereieieriieieseeteetteteeetete et e et ese st essesseessessaesessnensesssenseessanseensenns 39
2. VICIIISSEIMENL ...ttt ettt ettt ettt e e bttt e et e e teeebe e aeeeabeessseesseessseesseesseeabeesseeaseesssennreens 40
3. Les autres facteurs de FISQUE ....ieveruierieiieiesieieeteieee ettt et esae st etesetessesseessessaesesssenseensenseensenns 41
CHAPITRE 2 45
SOMMEIL ET SYNDROME D’APNEE DU SOMMEIL 45
L LIE SOMMELIL ...ttt ettt ettt eh ettt sttt e st e bt e eat e e bt e sab e e bt e sabeesbtesateesbeesaseebaeenseenbeesabeensaesane 46
1. Architecture du SOMMEIL .........ccovieiiiiiiiiiiiiie ettt e et te e et e ev e e s taeeabeestbeeaseesaseeabeesaneenns 46
2. ROIES AU SOMMEIL......viiiiiieiiiiiiicieecie ettt ettt et eve e ae e e b e e staeeabeestseeaseessseenbeesssesaseesssennseens 48
3. L’évolution physiologique du sommeil avec le vieillissement ...........c.cceecverircieneecienieieneeeeeeeene 50
II.  SOMMEIL ET VIEILLISSEMENT PHYSIOPATHOLOGIQUE .......eeesuiiiiieiierieenieeeieenieesnieesseesateesseesnseesseessesssees 51
1. Architecture du sommeil et maladie d’AlZheIMETr ...........ccveeiiiiiiiiiiiiiiece e e 51
2. Troubles du SOMMEIL €6 MA .........cooiiiiiiiecieccee ettt ettt et e te e ebeeeteeebe e aaeeabeesaseenseens 52
a) Charge amyloide
b) PTOtEINEG TaU...c..itiiiieiieiieietetet ettt ettt et et ettt s bbbt e st e st eat e st et e st e ssesbeeseeseestentensensensesseeneenean
IIIl. SYNDROME D’APNEES DU SOMMEIL
Lo DEINIEION. c...iitiieiicciec ettt ettt et et e e ete e e b e e s tbeeabeestbeeabe e teeeabeeesaeeabeessseeaseessbeeareetaeenbeensaeanne
2. Diagnostic AU SAS ...ttt ae ettt e st et e eneeteereereenaenreas
3. Syndrome d’apnées du sommeil en quelques Chiffres ..........coceeieviirieniicierieeeeeeee e
4. Facteurs de riSqUE dU SAS ...ttt s re et sreenesnaereas
5. Traitements AU SAS.......o oottt et e r e e e be e beebe e tbeebaeetteebeesaneanns
6. Comorbidit€s aSSOCIEES AU SAS ......ooiiiiiieeii ettt ettt et e e teesaeeveestbeesbeesaseeseessseereesaneanns
7. Syndrome d’apnées du sommeil et maladie d’ AlZheimer............coeovevieriiiieniiieeeeeeeeee e
8. HYPOXIC INTEIMITIEILC ......veeuieeieiieteeeieetieieetiete et ete et eteeseesseeneesseesaesseensesseensesseensesseenseeneensesnsessennsenses
a) Hypoxie intermittente Chez 168 TONZEULS ..........ccoeerieirieriiirieircie ettt eaene

b) Hypoxie intermittente et rongeurs mod¢les de la maladie d’ Alzheimer



CHAPITRE 3 73

VIEILLISSEMENT ET SENESCENCE CELLULAIRE 73
L DEFINITIONS DU VIEILLISSEMENT ..ottt sttt st 74
II. VIEILLISSEMENT BIOLOGIQUE ......ccctiiiuiiiiiiiiiiiiiiiieiiiit ittt sttt s s s 75

L. Instabilité ENOMIGUE ......c.eecieeieieiieiereetestete st e et e et e e et esae et e s st ensesaeensessaensessaensessseseensanseansenns 77
N 13 4 1 (o) LIl (070113 (1SRRI 78
3. AtErations EPIZENELIQUES ......ccuieeverierierieriesteteseeteesteteese et esesseessesseensesseesesseensesssensesssensesnsenseensenn 79
I o (S0 [T 01 (o T 1] 1 (TR 80
5. Altération de la macroautOPANGIC. ..........cevveriieriirieieeiee ettt sttt a et saeste e nseenne e 80
6.  Dérégulation de la détection des NULTIMENLS .........cceeveriieiierieierieieeeeestesee st eae e enee e 81
7. Dysfonctionnement mitoChONAIial ...........ccooieiiiiiiiiiieieieee et 81
8. Epuisement des CellUles SOUCNES .............o.oviveeveieeieeeieeeeeseeeeeeeeese s see e sneseen 82
9.  Communication intercellulaire alterée ............ccovvverieierieieieeeeee e 82
10. Inflammation CAIONIGUE ........c.eeieriirieriieierieeie ettt sttt e s e eeeaesseeneesseensesseennenns 83
1. DIYSDIOSE ..vvevieiteeiieieeieete et et sttt st et e et e et e st e e st e e st esse e st enseese e seent et e ente bt enteseenteseensenseensenseennene 83
12. SENESCENCE CEIIUIAITE ... ecueiiieieiieieeeeee ettt et r et eneeseeneesseenneneas 83
III.  SENESCENCE CELLULAIRE.......ccuiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitt ettt sttt s sa e s s s &4
1. HiStOrique €t dETINTTION. .....eeieiieieti ettt ettt et ese e st esse st essessaessessaesesnsenseensanseensens 84
2. Caractéristiques générales des cellules SENESCENLES .........eevueruirrierieriieieieeieie et ae e aeseeeeeas 85
a) Dérégulation du cycle cellulaire et arrét de la prolifération ............coccceveerenccnnce e 86

i V018 PI3/P2ICIPL ottt bbb a bbbt 87
. Voies pS3/pLAARE €t P53/PIOARE L ittt 89

T V0IE PLOM A ettt b bbbt bttt 89
b) Phénotype sécrétoire associé a 1a SENESCEINCE ........coueuirueiruerieuirieieiirictetet ettt ettt eaene 90
i Modes d’action du phénotype sécrétoire associé a la SENESCENCE........ueuveriruiriertieiieieiieieeeierie e seesieeeene 92
il. Modes de régulation du phénotype sécrétoire associé a 1a SENESCENCe........coevveuerreerenreenieeninnecnerenenns 93
c) Dysfonctionnements IySOSOMAUK ........c.ceuerieuirieiriirieinieieertet ettt ettt ettt bttt ae et n et ese s sae e eaenee
1. Activité B-galactosidase associée a la sénescence.
il. LIPOTUSCINE ...ttt sttt sttt b ettt ettt ea et eaenee
d) Changements EPIZENETIQUES. .......oueeueeieieierterterieeteeteettetetetestestesteeseeseeseestensensensassessessessesseestensensensensessesseeneas
e) Dommages a ’ADN
f) RESIStANCE & I APOPLOSE ... vttt sttt ettt ettt ettt ettt b et eb et a et aenee
g) Changements MOTPROIOZIGUES. ......c.eeuieuieieierierierieeieetet ettt ettt ettt et et et e st e sbesbessesseentensensensensessesseeneas
IV. MECANISMES D’INDUCTION DE LA SENESCENCE CELLULAIRE .......ccocetetinuietieneereeneenneenenaeennenieeneneenens 98
L. SENESCENCE TEPIICATIVE. ...euvieeieneieiietieiereetestete st ete et et eete e e et e s st ense s st ensesseensessaesesneensenssasennsanseensenns
2 Sénescence prématurée
a) Stress oncogéniques.........oceveereene
b) Stress génotoxiques et oxydant
V. SENESCENCE CELLULAIRE DANS LE CERVEAU .....cccoiiiuiiiiiiiiiiiiieieieieieiececeic e 102
1. Sénescence des NEUroNes POSt-MItOTIQUES .......verrerverrerierrieitenseetesteesesseessesseesseeseessesseessessessesssessens 103
2 Cellules gliales SENESCENLES.......c.verviriieiieierieeiesteete st e te e ete st eetesseesesseeseesseessesseenseeneessesnsessesnsensens 104
a) ASLTOCYEES SENESCRILS .....veuteurtiteiertenteteteitrtet ettt ettt etesaea e eteeesesaea e e bt st eatsa et e bt sa st et et e bt st estebe st eneeteseenennenene 104
b) MICTOZIIES SENESCENLES ....eovvenvevieierieiienienieieieniesiesiesieeneeeeneens .. 105
VI. SENESCENCE CELLULAIRE DANS LA MALADIE D’ ALZHEIMER.... ... 107
1.  Marqueurs de sénescence dans la maladie d’ Alzheimer.........ccccecvvevvenencninincncnene. ... 107
2 Facteurs inducteurs de la sénescence cellulaire dans la maladie d’Alzheimer ..108

a) Stress oxydant

b) AP et sénescence

c) TAU @ SENESCEIICR .....vevvniiiieiirtetet ettt ettt ettt st b bt b e et b et bttt a et bt s st sa et ebenseneeaen

d) Autres arguments indirects

VII. TRAITEMENTS SENOLYTIQUES
L. Les aZents SCNOLYLIQUES ..c.veetieieeeieieeeieteeieieetesteetesteete st eae st eessesseensesseensesseensesseensesnsessesnsessesnsensens

2. Effets des traitements sénolytiques sur le cerveau 4gé et Alzheimer..........ccccecevverivencncninencnene. 113

MATERIEL ET METHODES 117

L AANIMAUX ..ttt ettt e ettt e e e ettt e e e e e eeetaeeeeeeeetaaeeeeeesstsseeeeeataseaeeeeaarsseseeeastsseeeseentssseeeeensrseeeeeanes
II.  EXPOSITION A L’HYPOXIE INTERMITTENTE ET A LA NORMOXIE .....ccvvvviiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeinnnnns
III.  TESTS DE COMPORTEMENT .....uuuuuutuuiieieiiiiieieteeeeeeeeeeeeeesessssssssssssssssssessssereeeessesessssesesssssssssnnns

1. Test du labyrinthe en croix SuUréleve............coeviririneneninieieieieeeeeeeeeese e
2. Test de reconnaissance d’un nouvel objet dans un labyrinthe en Y.......cccccveveveinnnne
IV. PERFUSION INTRACARDIAQUE ET PRELEVEMENT CEREBRAL .....cccoceenuirierenirerenirereerenenns

V. COLORATION DE L’ACTIVITE B-GALACTOSIDASE ASSOCIEE A LA SENESCENCE



VI.  IMMUNOHISTOCHIMIES ET ACQUISITIONS DES IMAGES .....cceiitiieeiiieiiirreesirieeereeesrreesssseessssesesseeesssseennnns 124
VII. EXTRACTION DES PROTEINES ET WESTERN BLOTS......cccccutteitieeeitieeiereeesereeessseeessseessseessssssessseesssssesnnns 125
VL OXYBLOT ...utiiiiiiieitteeetteeeetteeeteeeetteeeseseeesssaeessseeaassseeesssaeasseeaassseeasssseasssesaassssessssasansseesnssesesssenesnsssennsns 125
IX. EXTRACTION D’ARN ET RT-QPCR (PCR EN TEMPS REEL) ......ceottiuieieeiieierereteeetenseeeeneeeneesseensesseensenes 126
X, ANALYSES STATISTIQUES .....tiiicuteeiitteeesereeesreeesseeeasseeasssesesssesssssssesssssessssesssssssssssssssssssessssssessssessssssennsns 127
XI. DEROULEMENT DU PROTOCOLE EXPERIMENTAL .......uvtieiiieesrieenireeseeseeesereesssseeessssesssseessssssessssssssseennsns 128
RESULTATS
L EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR LE POIDS DES SOURIS..................
II.  EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR LE COMPORTEMENT DES SOURIS
1. BN 4D < 1< 1RO
2. Mémoire de reconnaiSSANCE A’ ODJCL.....ccuieieriieieriieieri ettt ettt et et e st eneesne s enas
III. EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR LES CARACTERISTIQUES DE LA SENESCENCE CELLULAIRE EN
FONCTION DE L’ AGE DANS LE CERVEAU DES SOURIS SAUVAGES .....ccccviiiiiieeriiieesreeesreeeesreesseseeesseeessssessssnes 138
1. Expression génique de marqueurs de sénescence cellulaire dans 1I’hippocampe de souris sauvages 138
2. Expression protéique de marqueurs de SENESCENCE .......couerueerurreeerierieniereeieeteteeeesseeseesseesesseensenes 140
3. Activité B-galactosidase associée a 1a SENESCEINCE ........cuevvirvueriieiirrieiieieeeeieieeee e eee e snesseeeeneens 141
4. pl6™K4A est-il exprimé dans toutes les cellules de I’hippocampe ? Quel type cellulaire neural
EXPIIIE PLO T A O ettt ettt ettt a et a ettt sea st eeea s e e et e ea e eeeeseeeeaeananeneesennananeneens 142
5. Mise en évidence d’un stress oxydant li€ & PHI .........coooiiiroiinieiinieiceeceec e 148
6. Etude des autres structures cérébrales atteintes dans 18 MA ..........ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeseeene 149
a) Analyse du cortex entOrhinal..........ccooiiiiiiiiiiniiinii ettt 149
b) Analyse du cOrteX PréfrONTal .........coevuiiiiiiieieeeee ettt ettt st eneeneene 150
IV. EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR LES CARACTERISTIQUES DE LA SENESCENCE CELLULAIRE EN
FONCTION DE L’ AGE DANS LE CERVEAU DES SOURIS PSTKI .....cooiiiiiiiiiiiiieee et 152
1. Expression génique de marqueurs de SENESCENCE .......eeverveeverreeierreeieniteeeeeeeeseessesnessesnessesssessens 152
2. Expression protéique de marqueurs de SENESCENCE .......cvuerueeriereeerierieieeieieeeteteeeesseesresseeeesseensenes 154
3. Activité B-galactosidase associée a 12 SENESCEINCE ........cuevuireuerrierieriieiieieteeeetesee e see e eaesseeeeneens 155
4. ple™®4A estil exprimé dans toutes les cellules de ’hippocampe des souris PS1Ki ? Est-ce les mémes
types cellulaires qUE 168 SOUTIS WT 2 .....ooiiieiiiieieiieieee ettt sttt et et neesseennesseennesns 156
5. Evaluation du stress oxydant dans I’hippocampe des souris PS1Ki soumises a I’hypoxie intermittente
161
6. Etude des autres structures cérébrales atteintes dans la MA ........ e 162
a) Analyse du corteX eNtOThINAL .........cccooiiiriiieieieeee ettt ettt et st reeneeneene 162
b) Analyse du corteX PréfrONTAl .........cceiuiiirieieieeeee ettt ettt eneeneene 162
V. SYNTHESE DES RESULTATS ...eceecttteitteeeserteessreeesseeeasseesssseeesseessssssesssssessssessssssssssssessssssssssssessssssssssssssssns 165
DISCUSSION 167
L EXPOSITION A L’HYPOXIE INTERMITTENTE ......cveiiuiieesrieesireeeireeesereeessseessssesasssesesssseesssseessssessssssessssses 168
II.  EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR L’ANXIETE ET LA COGNITION DES SOURIS SAUVAGES ET PS1KI1
169
III. EFFET DE L’HI SUR LA SENESCENCE CELLULAIRE DES SOURIS SAUVAGES .......cccvieeriiieeerieerreeeenneesenens 171
IV. EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE CHEZ LES SOURIS PSTKI ......cooiiiiiiiiiiiiiiee e 179
V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.......uteeitteeeteeesreeeasreeesssesessseeesssssesssssessssesssssssessssssssssessssssssssssssssssennsns 182
BIBLIOGRAPHIE 186







Table des illustrations

FIGURE 1 : DR ALOIS ALZHEIMER (A GAUCHE), SA PATIENTE AUGUSTE DETER (AU CENTRE) ET DR EMIL
KRAEPELIN (A DROITE) ...c.uteuttiuteteeeteseeseesseessesseessesstassesssassesssessesssessesnsessesnsesseensesssensesssessesnsessesnsesseessessaensens 18

FIGURE 2 : EPIDEMIOLOGIE DES TROUBLES NEUROCOGNITIFS MAJEURS (TNCM) ET DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER
(MA) DANS LE MONDE ET EN FRANCE .....cciutiiiiiiiiiiiintiienieeteestest ettt ettt sttt 20

FIGURE 3 : EVOLUTION DU VOLUME CEREBRAL AU COURS DU VIEILLISSEMENT PHYSIOLOGIQUE ..........cc.ccoovvenenn. 21

FIGURE 4 : DIFFERENCE ENTRE UN CERVEAU SAIN ET UN CERVEAU ATTEINT PAR LA MALADIE D’ALZHEIMER ...... 22

FIGURE 5 : EVOLUTION DE LA DISTRIBUTION CEREBRALE DES DEGENERESCENCES NEUROFIBRILLAIRES............... 23
FIGURE 6 : MATURATION DE L’ APP POUVANT AMENER A LA FORMATION DE PLAQUES AMYLOIDES .......ccccccuveennn. 25
FIGURE 7 : REPARTITION CEREBRALE DES PLAQUES AMYLOIDES ....c..cetittiittteieentteiieenitesteesiteeteesieesseesseesveessnesane 26
FIGURE 8 : INTERACTION ENTRE PEPTIDES AB ET PROTEINE TAU DANS LA MALADIE D’ ALZHEIMER.............c..u...... 27

FIGURE 9 : MICROGLIES ET ASTROCYTES : LEURS IMPLICATIONS DANS L’ INFLAMMATION DANS LA MALADIE
D’ ALZHEIMER .....eiutttiuttetiesteesiteeteestteeteesteesateesaeesateesstesateenbteenbeenseesabeesstesateesatesaseebaeeaseenbeesabeeseesateenseesaseans 29
FIGURE 10 : PRINCIPAUX BIOMARQUEURS DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER ......cccuttitieniienieenitenieenieeeieesieesveesseenane 33
FIGURE 11 : PROGRESSION DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER : DES MODIFICATIONS CEREBRALES IMPERCEPTIBLES
JUSQU’AUX MODIFICATIONS CEREBRALES ENTRAINANT DES TROUBLES COGNITIFS SEVERES (TRADUIT DE
2023 ALZHEIMER'S DISEASE FACTS AND FIGURES ....ccuutetteeiutestteeieesitesieesite st esitesteesbtesasessseesabeesseesaseenssesaseens 33
FIGURE 12 : MECANISMES D’ ACTIONS DES TRAITEMENTS SYMPTOMATIQUES DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER ....... 35
FIGURE 13 : PRINCIPAUX RESULTATS DES DEUX IMMUNOTHERAPIES ANTI-AMYLOIDES (RAPPORT 2023 FONDATION
VAINCRE ALZHEIMER) ......euveiutsetestestesteeetesteeseesttensesseensesseensesnsesseansesseensesssansesssansesssanssassesseensesseensesssensesseensens 37

FIGURE 14 : PREVALENCE DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER ET INCIDENCE DES DEMENCES CHEZ LES HOMMES ET LES

FEMMES ...utteutteeuttentteeteenttesuteesuteeuteesbeeeaseesbeesabeenstesateesteeaseenbteeabeenbtesabeemseesateestesabeenbeeeabeenbeesabeenbeesabeenbeenareens 40
FIGURE 15 : PRINCIPAUX FACTEURS DE RISQUE DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER ........ccoeeiuiieeniiieenerieeeireeeseveeesveeans 42
FIGURE 16 : ARCHITECTURE DU SOMMEIL REPRESENTEE PAR UN HYPNOGRAMME .......cccvtieririrererieeaereeeereeenneeanns 47
FIGURE 17 : ACTIVITES OSCILLATOIRES PENDANT LE SOMMEIL........0ceeittieeerieesreeesreeeaereesssseeesseeesssseesssesessseeanns 48
FIGURE 18 : MODIFICATION DE L’ ARCHITECTURE DU SOMMEIL AU COURS DU VIEILLISSEMENT .......cc0ccevveeenereenns 51
FIGURE 19 : TROUBLE DU SOMMEIL ET MALADIE D’ ALZHEIMER .......ceiittiiiiieieeniteiieenitesieesitesseesieesseenseesvessseesane 55

FIGURE 20 : CHARLES SIDNEY BURWELL (A GAUCHE), THE POSTHUMOUS PAPERS OF THE PICKWICK CLUB (AU

CENTRE) ET JOE (A DROITE) ...e.uvetieutetietenteetesteenseeseasesssessesssesseassessesssesseensessesnsesssensesssessesnsessesnsesssensesssensens 56
FIGURE 21 : DISPOSITIFS DE POLYSOMNOGRAPHIE ET DE POLYGRAPHIE VENTILATOIRE.......c.0ceeievieeeireeeeveeenereeenns 58
FIGURE 22 : SYNDROME D’APNEES DU SOMMEIL......cccuterttteteenuierteenttesteesitessseesseesseesseesnsessssessseessessnsessseesssessaesnne 59
FIGURE 23 : SYNDROME D’ APNEES DU SOMMEIL DANS LE MONDE .....ceettiitiieieeniieeteenieesteesitesteesieesseenseessessseesane 61
FIGURE 24 : TRAITEMENTS DU SYNDROME D’ APNEES DU SOMMEIL .....c.uuviieiiieeriiieesrieeeereeesereeesseeessssesssssesesssesaans 64
FIGURE 25 : SIGNALISATION D’HIF-1 DANS DES CONDITIONS DE NORMOXIE ET D’HYPOXIE .....coovuvieveenieenieenieenane 68
FIGURE 26 : EFFETS BENEFIQUES ET NEFASTES DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE DANS LE SNC......cccocvvieiiieiienne 68
FIGURE 27 : CARACTERISTIQUES DU VIEILLISSEMENT (LOPEZ-OTIN ET AL., 2023) c..ooovieiiiieieeeeie e 77
FIGURE 28 : ATTRITION DES TELOMERES ET TELOMERASE ....ccueerttiitterteeniieeieenieesieesitesateesutesseesseesnseesseessessseesane 79



FIGURE 29 : SENESCENCE DUE AUX DOMMAGES ENGENDRES PAR L’ ATTRITION DES TELOMERES......uuuvvvvveieieeeneens 84

FIGURE 30 : PRINCIPALES CARACTERISTIQUES DES CELLULES SENESCENTES .......cccciuiteeiurieenreeesrieeeereessssesenseennns 86
FIGURE 31 : CONTROLE DE L’AVANCEMENT DU CYCLE CELLULAIRE ......eeitttitienttenieenitesieeniteeteesieesseenseesneessnesane 87
FIGURE 32 : VOIES INDUCTRICES D’ ARRETS DU CYCLE CELLULAIRE.......cccuttettertterteenitesteenitesteenieesseenseesvesnsaesane 90
FIGURE 33 : TROIS MODES D’ ACTION DU PHENOTYPE SECRETOIRE ASSOCIE A LA SENESCENCE........cccceevverererennns 93
FIGURE 34 : REGULATION DU SASP PAR NF-KB.....oiiiiiiiiieet ettt ettt s 94
FIGURE 35 : INDUCTEURS DE SENESCENCE CELLULAIRE .......eevtterttentteeteeniteeseenteesseesieesateesueesseesseessessseesnsessseesnne 99
FIGURE 36 : STRATEGIES DES COMPOSES SENOLYTIQUES .....eecuterutterttenueeenteeneeeieesteenseesuseesseesseesnseesssessseessessseens 113
FIGURE 37 : SUIVI DE SATURATION EN OXYGENE LORS DE CYCLES D’HYPOXIE INTERMITTENTE ........cccocvvrennrnennne 120
FIGURE 38 : PROTOCOLE EXPERIMENTAL ET DEROULEMENT DU PROJET .....ccccutitieniieeieenireenieenieeenieesieesieesanesseens 129
FIGURE 39 : SUIVI HEBDOMADAIRE DU POIDS DES SOURIS SAUVAGES ET PS1KI ..c.ooiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeee 132

FIGURE 40 : EFFETS DES PROTOCOLES DE NORMOXIE ET D’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR L’ANXIETE DES SOURIS
WT ET PS1KIDANS LE TEST DU LABYRINTHE EN CROIX SURELEVE ......ccooiiiiiiiiiiiiiiriiieeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 134

FIGURE 41 : EVALUATION DE LA MEMOIRE DE RECONNAISSANCE D’OBJET CHEZ LES SOURIS SAUVAGES ET LES

SOURIS PSTKI ...ttt et e e et e e e e eeta et e e e eeetaaeeeeeeeetareseeeesesraseeeeeentsaseeeennnrees 136
FIGURE 42 : ANALYSES SUPPLEMENTAIRES DU TEST DE RECONNAISSANCE D’OBJET POUR LES SOURIS SAUVAGES ET
LES SOURIS PSTKIL...ooiiiiiiiiiiie ettt ettt e et e e ee et e e e eeeta e e e e e eeabeseeeeeetareeeeeentnsseeeeennrees 137

FIGURE 43 : EFFET DE L’HI SUR L’EXPRESSION DES MARQUEURS CARACTERISTIQUES DE SENESCENCE CELLULAIRE
DANS L’HIPPOCAMPE DES SOURIS DE 3 ET 12 ET 22 MOTS ....c.uvtieeitiieeiiieeeiieeeireeeseresesseeesseeessssesesssseesseeanns 139
FIGURE 44 : EFFET DE L’HI SUR L’EXPRESSION PROTEIQUE DES INHIBITEURS DU CYCLE CELLULAIRE ET DE
PROTEINES D’ APOPTOSE DANS L ’HIPPOCAMPE DES SOURIS SAUVAGES DE 3, 12 ET 22 MOIS......ccccovveeeeeennneen 140
FIGURE 45 : EFFET DE L’HI SUR L’ ACTIVITE B-GALACTOSIDASE ASSOCIEE A LA SENESCENCE DANS L’HIPPOCAMPE
DES SOURIS DE 12 MOIS SOUMISES A LHYPOXIE INTERMITTENTE.......cecvteriieniienireenieenireeieesreeneesineenneesnnes 142
FIGURE 46 : CO-LOCALISATION DE LA PROTEINE P16™X4A ET DES NEURONES DANS L’HIPPOCAMPE DES SOURIS

SAUVAGES DE 12 MOIS APRES 6 SEMAINES DE TRAITEMENT EN NORMOXIE OU EN HYPOXIE INTERMITTENTE

FIGURE 47 : CO-LOCALISATION DE LA PROTEINE P16™K4A ET DES ASTROCYTES REACTIFS DANS L HIPPOCAMPE DES
SOURIS SAUVAGES DE 12 MOTS......tiiiieiiiiiiieitieeitesite et esite st esitesteesbtessteesbtesabeesatesateestesaseenbeesasesnbeesaseenseens 147
FIGURE 48 : EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR LA QUANTITE DE PROTEINES CARBONYLEES DANS
L HIPPOCAMPE DES SOURIS SAUVAGES ...ccutttiteeiieriteenttenteenttesteenteesteesstesateesseessseesseesssesseesssesssesssseenseesanes 148
FIGURE 49 : EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR L’EXPRESSION DE MARQUEURS CARACTERISTIQUES DE
SENESCENCE CELLULAIRE DANS LE CORTEX ENTORHINAL DES SOURIS SAUVAGES.......ccccervirierrerieneennenens 150
FIGURE 50 : EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR L’EXPRESSION DE MARQUEURS CARACTERISTIQUES DE
SENESCENCE CELLULAIRE DANS LE CORTEX PREFRONTAL DES SOURIS SAUVAGES........ccceeivieeveereeenreennens 151
FIGURE 51 : EFFET DE L’HI SUR L’EXPRESSION DES MARQUEURS CARACTERISTIQUES DE SENESCENCE CELLULAIRE
DANS L’HIPPOCAMPE DES SOURIS PSTKIDE 3, 12 ET 22 MOIS ...eeeiieiitrieeeeeecireeeeeeeereeeeeeeeivreeeeeeinreeeeeennnnes 153
FIGURE 52 : EFFET DE L’HI SUR L’EXPRESSION PROTEIQUE D’INHIBITEURS DU CYCLE CELLULAIRE ET DE
PROTEINES D’APOPTOSE DANS L’HIPPOCAMPE DES SOURIS PSTKI.......ccooiiiiiiiiieiiiiieecieeeee e 155
FIGURE 53 : EFFET DE L’HI SUR L’ ACTIVITE B-GALACTOSIDASE ASSOCIEE A LA SENESCENCE DANS L’HIPPOCAMPE

DES SOURIS DE 12 MOIS SOUMISES A L’HYPOXIE INTERMITTENTE ......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiinreieenireeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 156



FIGURE 54 : CO-LOCALISATION DE LA PROTEINE P16™K4A ET DES NEURONES DANS L HIPPOCAMPE DES SOURIS

PS1KIDE 12 MOIS APRES 6 SEMAINES DE NORMOXIE OU D’HYPOXIE INTERMITTENTE .......covverieeniieeneennee. 158
FIGURE 55 : CO-LOCALISATION DE LA PROTEINE P16™K4A ET DES ASTROCYTES REACTIFS DANS L HIPPOCAMPE DES
SOURIS PSTKIDE 12 MOTS ...cutteitieiieniieeteenite ettt et e site st e sitesateesbtesabeesbeesabeenbeesabeenseesaseenbeesasesnbeesaseenseens 160
FIGURE 56 : EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR LA QUANTITE DE PROTEINES CARBONYLEES DANS
L HIPPOCAMPE DES SOURIS PSTKT ... ettt ettt ettt et et eae e 161
FIGURE 57 : EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR L’EXPRESSION DE MARQUEURS CARACTERISTIQUES DE
SENESCENCE CELLULAIRE DANS LE CORTEX ENTORHINAL DES SOURIS PS1KI .......cccoviiiiiiiiiiiiieeeiiees 163
FIGURE 58 : EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE SUR L’EXPRESSION DE MARQUEURS CARACTERISTIQUES DE
SENESCENCE CELLULAIRE DANS LE CORTEX PREFRONTAL DES SOURIS PSTKI .......cccccoiviiiiiiiiiiieeeiiees 164
TABLEAU 1 : SIGNES DE DEMENCE RETROUVES CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS DE LA MALADIE D’ ALZHEIMER
COMPARES AUX CHANGEMENTS LIES A L’AGE (ATRI, 2019 ; 2023 ALZHEIMER'S DISEASE FACTS AND
FIGURES) ...eutteutettetesetetesetesesseesesssenseessaseensasseasseassansesssansesnsessesnsesseensesseensesssenseassensesnsessesnsesseensesseensesseensens 31
TABLEAU 2 : COMPOSITION NON EXHAUSTIVE DU SASP TYPIQUEMENT RETROUVE DANS LES CELLULES
SENESCENTES (TABLEAU ADAPTE DE COPPE ET AL., 2010) c..ccuovuineiiiiiieniiiiiiieineeteieeese e 91
TABLEAU 3 : ALTERATIONS RETROUVEES DANS LE CERVEAU VIEILLISSANT (MATTSON ET AL., 2018). ................. 102
TABLEAU 4 : DETECTION DE MARQUEURS DE SENESCENCE DANS DES MODELES MURINS DELA MA..................... 107
TABLEAU 5 : RECAPITULATIF DES AMORCES ... ..iiitttettiitierteesteesiteenttesiteenteessesbeesasesseesaseesseesssessaesssesnseesnsesnseess 127

TABLEAU 6 : RECAPITULATIF DE L’EFFET DE L’HYPOXIE INTERMITTENTE DANS LE CERVEAU DES SOURIS SAUVAGES

ET PS1KI AU COURS DU VIEILLISSEMENT



-10-



Abréviations

A

Aa : acide aminé

AAC : angiopathie amyloide cérébrale
AChE : acétylcholinesterase

ADN : acide désoxyribonucléique

AICD  : APP intracellular domain

AKT : sérine/thréonine kinase

AMPK : AMP-activated protein kinase

APOE : apolipoprotéine

APP : amyloid precursor protein

ARN : acide ribonucléique

ATP : adenosine triphosphate

AVC : accident vasculaire cérébral

Ap : peptide B-amyloide

B

BACE1 : B-sécrétase 1 (béta-site APP cleaving enzyme 1)
BDNF : facteur neurotrophique dérivé du cerveau
BHE : barriére hémato-encéphalique

p-gal : B-galactosidase

C

C/EBPB : CCAAT Enhancer Binding Protein 3
CA : corne d’Ammon

CDK  : protéine kinase dépendante des cyclines
CHK1/2 : checkpoint kinase 1 et 2

CIP : CDK inhibiting protein

CRP : protéine C réactive

CTF : fragment C-terminal de I’APP

D

D+Q : Dasatinib et Quercétine

DDR : DNA damage response

DNF : dégénérescence neurofibrillaire
DPP4 : dipeptidyl-peptidase-4

E

ECG : électrocardiogramme

EEG : électroencéphalogramme

EMA  : Agence Européenne des Médicaments
EMG :électromyogramme

EOG :¢lectro-oculogramme

ERKS : extracellular signal-related kinase 5
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F

FDG : fluorodésoxyglucose

FiO2 : fraction inspirée en oxygene

G

GFAP : protéine d’acide fibrillaire gliale
GSK-3p : glycogen synthase kinase 3 béta
GWAS : Genome-Wide Association Study

H

H>0; : peroxyde d’hydrogéne

HI : hypoxie intermittente

HMD2 : human double minute 2 homolog

|

IAH : index d'apnées hypopnées

IGF-1 : facteur de croissance analogue a I’insuline 1
IL : interleukine

INFy : interferon gamma

INK4  :inhibitor CDK4

iNOS  : oxyde nitrique synthase

IRM : imagerie par résonnance magnétique
J

JNK1/3 : c-Jun N-terminal kinases 1 and 3

K

KIP : kinase inhibitor protein

L

LCR : liquide céphalo-rachidien

LRP-1 :low-density lipoprotein receptor-related protein 1
M

MA : maladie d’ Alzheimer

MAPK : Mitogen-activated protein kinases
MCP1 : monocyte chemoattractant protein 1
MEC : matrice extracellulaire

MMP  : métalloprotéinase matricielle
mTOR : mechanistic target of rapamycin

N

NF-kB  :nuclear factor-kappa B

NMDA : N-méthyle-D-aspartate

NO : oxyde nitrique ou monoxyde d’azote
NOTCH : neurogenic locus notch homolog protein
NREM : Non Rapid Eye Movment

0]

(00 : anion superoxyde

0; : oxygene
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OAM : orthése d’avancée mandibulaire

OIS : sénescence induite par un oncogéne

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

P

p-Tau : forme phosphorylée de la protéine Tau
PARP-1 : poly-ADP-ribose polymérase 1

PDK-1 : phosphoinositide kinase 1

PGE2 : prostaglandine E2

pH : potentiel hydrogéne

PHFs : filament apparité en hélice de Tau

PI3K  : phosphatidylinositol 3 kinase

PKC : protéine kinase C

PPC : Pression Positive Continue

pRb : protéine du rétinoblastome

PS1/2  : présénilines 1 et 2

PS1Ki : PSIMI146VKi

PSD95 : protéine postsynaptique 95

R

REM : Rapid Eye Movment

ROS : espece réactive de I’oxygeéne

S

SA-B-gal : activité B-galactosidase associée a la sénescence
SAFH :senescence-associated heterochromatin foci
SAOS :syndrome d’apnées obstructif du sommeil
SAS : syndrome d’apnée du sommeil

SASP  : phénotype sécrétoire associé a la sénescence
SFRMS : Société Frangaise de Recherche et Médecine du Sommeil
SNC : systéne nerveux central

T

t-Tau : forme totale de la protéine Tau

TEP : tomographie par émission de positons
TGF-$ : transforming growth factor 8

TNCM : trouble neurocognitif majeur

TNFa  : tumor necrosis factor a

TNRF1 : récepteur de TNF de type 1

\%

VEGF : vascular endothelial growth factor

W

WT : wild-type

X

X-gal  : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside
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Chapitre 1
LA MALADIE D’ ALZHEIMER
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I. Découverte de la maladie d’Alzheimer

Le 25 novembre 1901, Auguste Deter (Figure I), une femme de 51 ans, est internée
dans un asile a Francfort-sur-le-Main a cause d’un extréme sentiment de jalousie envers son
mari. Elle est alors examinée par le neuropathologiste et psychiatre allemand, Alois Alzheimer
(Figure 1), qui lui diagnostique une « démence présénile » du fait de son jeune age. L’état de
cette patiente se détériore et son « imbécilité » augmente malgré les soins qui lui sont prodigués.
Elle présente des symptomes inhabituels de maladie psychiatrique tels que des troubles de
mémoire, de compréhension et du langage, une désorientation spatiotemporelle et des
hallucinations.

Auguste Deter décéde quatre ans et demi plus tard d’une septicémie, le 8 avril 1906.
Alois Alzheimer pratique alors une autopsie de son cerveau et rapporte I’ensemble de ses
observations comportementales et histomorphologiques dans son article « Uber eine
eigenartige Erkrankung der Hirnrinde » (4/zheimer et al., 1907), dont le titre signifie « & propos
d’une étrange maladie du cortex cérébral ». Il constate d’abord une importante atrophie,
particulierement au niveau du cortex. Il poursuit son examen au microscope en utilisant la
technique histologique d’imprégnation argentique, a base de sels d’argent, sur de fines tranches
de tissu cérébral pour étudier les caractéristiques neuropathologiques. Il décrit une perte
neuronale importante ainsi que deux types de dépdts anormaux a I’intérieur et entre les cellules
neuronales, a savoir « a D’intérieur d’une cellule apparemment normale, une ou plusieurs
fibrilles » pouvant étre « distinguées par leur épaisseur unique et leur capacité d’ imprégnation
» et « de minuscules foyers miliaires causés par le dépdt d’une substance spéciale dans le cortex
» (Alzheimer et al., 1907). Ces deux types de dépots constituent les deux 1ésions caractéristiques
de la maladie d'Alzheimer (MA) qui sont actuellement connues sous les termes respectifs de
dégénérescences neurofibrillaires et plaques séniles ou plaques amyloides.

Ce n’est pas Alois Alzheimer lui-méme qui proposa son nom pour désigner cette
démence, mais le psychiatre Emil Kraepelin (Figure I), son patron au laboratoire de Munich,
qui utilisa le terme de « maladie d’Alzheimer » dans son « Traité¢ de psychiatrie » publié en

1910.
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Alois Alzheimer Auguste Deter Emil Kraepelin
(14/06/1864 — 19/12/1915) (16/05/1850 — 08/04/1906) (15/02/1856 — 07/10/1926)

Figure 1: Dr Alois Alzheimer (4 gauche), sa patiente Auguste Deter (au centre) et Dr Emil
Kraepelin (a droite)

A la fin du XIX® siécle, I’état de démence du sujet agé était considéré par la grande
majorité des psychiatres comme habituel et 1ié a I’altération normale des fonctions du cerveau
avec le temps. C’est a la fin du XX¢ siécle que les connaissances vont évoluer, permettant
d’identifier le caractere pathologique du syndrome démentiel chez les sujets agés, et de mieux

comprendre cette maladie, touchant des sujets agés et plus rarement des sujets jeunes.

II. Epidémiologie et conséquences socio-économiques

La MA est une pathologie neurodégénérative incurable caractérisée par une atrophie
cérébrale progressive associée a une détérioration des fonctions cognitives. C’est la cause de
démence, ou trouble neurocognitif majeur (TNCM), la plus fréquente chez les personnes agées
(Alzheimer’s Society, 2014) et elle serait a I'origine de 60 a 70% des cas de démence
diagnostiqués (A/zheimer’s Disease International, 2015 ; Organisation Mondial de la Santé).
D’apres le World Alzheimer Report de 2015, 46,8 millions de personnes présenteraient un
TNCM dans le monde. En France, plus de 1,2 million de personnes seraient concernées par des
troubles neurocognitifs dont 800 000 a 900 000 patients atteints de MA (Rochoy et al., 2019)
(Figure 2). Le vieillissement de la population mondiale présume que le nombre de personnes
atteintes par cette maladie va augmenter, jusqu’a dépasser la barre des 100 millions de cas en
2050. Cependant, des études épidémiologiques sur la prévalence et I’incidence des démences
dans I’Europe occidentale, les Etats-Unis, le Japon et le Nigéria ont montré que, globalement,

ces deux parameétres stagnent au cours du temps (/Vu et al., 2016 ; Wu et al., 2017). Ceci peut

-18-



s’expliquer par I’amélioration des conditions de vie, de I’éducation, du niveau socio-
¢conomique et des soins de santé aussi bien sur le plan de la prévention que celui des
traitements. Bénéfiques a la santé physique, mentale et cognitive de la population, ces
améliorations permettent de réduire le risque de développer un TNCM. Si la prévalence des

TNCM se stabilise, il est fort probable que ce soit également le cas pour la MA.

La MA reste rare avant 1’age de 65 ans et procede alors souvent de formes familiales,
héréditaires. En France, le taux de prévalence augmente drastiquement avec I’age, allant de 4%
apres 60 ans jusqu’a 50% apres 90 ans (Rochoy et al., 2019). Jusqu’a environ 70 ans, les femmes
et les hommes frangais sont touchés de maniere équivalente par la MA. Cependant, apres 85
ans, environ 38% des femmes sont touchées contre seulement 24% des hommes (Ramaroson
et al., 2003 ; Reitz et al., 2011) (Figure 2). Cette différence homme/femme est également
retrouvée au sein la population mondiale puisque, sur 25 personnes atteintes, 10 sont des
hommes et 15 des femmes, mais cette différence pourrait étre liée aux écarts d’espérance de vie
et a la perte de I’effet neuroprotecteur des hormones chez la femme aprés la ménopause. Pour
exemple, Xiong et al, ont récemment montré que le blocage de la FSH, hormone
folliculostimulante dont la production augmente pendant la ménopause, atténue notamment le
dysfonctionnement cognitif dans des modeles murins de la MA (Xiong et al., 2022).

Le nombre de personnes atteintes de MA constitue un véritable probléme de santé
publique. En effet, une étude sur le poids économique de cette maladie aux Etats-Unis estime
le cott total des soins de santé a 305 milliards de dollars en 2020 (/Wong, 2020). Ce cout
augmente avec le vieillissement de la population et devrait méme atteindre la barre des 1 000
milliards de dollars d’ici 2050.

De plus, la MA ne touche pas seulement la personne atteinte, mais également ses
proches. L’impact sur I’entourage est considérable car, dans environ deux tiers des cas, la
famille prend en charge la personne atteinte pour lui permettre de rester a domicile. En France,
70% des conjoints et 50% des enfants d’une personne atteinte de MA lui consacrent plus de 6
heures par jour et doivent totalement réorganiser leur vie quotidienne autour de leur proche
souffrant. Bien qu’'une partie des frais médicaux soit supportée par 1’Assurance Maladie, les
patients et leur entourage peuvent étre amenés a dépenser entre 1 000 et 3 000€ par mois en

fonction du stade de sévérité de la MA d’apres un étude publiée en 2014 (Gerves et al., 2014).
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1.2 millions TNCM
850 000 MA
1000 a 3 000€ par mois

60 - 70 ans > 85 ans

305 miIIions$ — D

46.8 millions de personnes atteintes de TNCM
60 — 70% atteintes de la maladie d’Alzheimer

Figure 2: Epidémiologie des troubles neurocognitifs majeurs (TNCM) et de la maladie
d’Alzheimer (MA) dans le monde et en France

46,8 millions de personnes sont atteintes de troubles neurocognitifs majeurs (TNCM) dans le monde
dont 1,2 millions de francais. 60 a 70% de ces personnes sont ¢galement atteintes par la maladie
d’Alzheimer (MA) soit environ 850 000 personnes en France. Cette pathologie touche autant les
hommes que les femmes de 60-70 ans tandis qu’au-dela de 85 ans ce sont les femmes les plus touchées.
Les colits supplémentaires de la maladie d’Alzheimer peuvent avoisiner les 3 000€ / mois en France et
ont méme représenté 305 millions de dollars au Etats-unis en 2020. (Schéma effectué avec Biorender).

Face a cette problématique, la communauté scientifique internationale se mobilise pour
mieux diagnostiquer et comprendre cette pathologie dans le but de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques, en prévention primaire le retardement de 1’apparition de la maladie,
en prévention secondaire le ralentissement de sa progression/aggravation, et si possible une
approche également curative. De ce fait, depuis les années 1970 les articles scientifiques traitant
de la MA sont toujours plus nombreux et la barre des 200 000 publications référencées dans la

base de données PubMed (mot clé : « Alzheimer’s disease) a été franchie en 2023.

III. Lésions cérébrales dans la maladie d’Alzheimer

D’un point de vue macroscopique, la MA se caractérise par une atrophie cortico-sous-
corticale du cerveau, nettement marquée au niveau de 1’hippocampe. Cette atrophie résulte
d’une perte de synapses puis de neurones et s’aggrave au fur et a mesure de la maladie. Les
premigéres aires cérébrales atteintes sont le cortex entorhinal et I’hippocampe, deux structures
dédiées a la mémoire. Au niveau microscopique, deux lésions histopathologiques caractérisent
la MA : les plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) (Glenner, 1950 ;

Grundke-Igbal et al., 1986 ; Gomez-Isla et al., 2008).
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1. Au niveau macroscopique

Les ¢études d’imagerie cérébrale sur le cerveau humain non atteint montrent que, chez
I’adulte de 20 a 60 ans, le poids du cerveau reste relativement stable avec une perte d’environ
0,1 % par an alors que cette perte est trois a cinq fois plus importante aprés 70 ans (Figure 3.A4).
Le volume de la substance blanche diminue avec I’age de manicre relativement homogene dans
I’ensemble du cerveau (Figure 3.4). En revanche, le volume de la substance grise évolue
différemment selon les régions. Les cortex frontaux et temporaux sont les structures les plus
touchées au cours du vieillissement physiologique, en particulier a partir de 70 ans. Le volume
du cervelet diminue également mais de manicre linéaire entre 50 et 80 ans. Tandis que les lobes
occipitaux et pariétaux présentent une moindre diminution avec I’age (Fujita et al., 2023)

(Figure 3.B).
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Figure 3 : Evolution du volume cérébral au cours du vieillissement physiologique
A. IRM cérébrale en coupes sagitalle et axiale a quatre différents stades de vie en vue sagittale et
axiale (adapté de Statsenko et al., 2022).

B. Représentation graphique du volume de certaines structures du cerveau en fonction de 1’age (Fujita
etal., 2023).

Dans la MA, les études post-mortem montrent une atrophie cérébrale plus importante
avec un ¢élargissement des sillons corticaux et des ventricules, accompagné d’un rétrécissement
des circonvolutions cérébrales. Cette atrophie résulte d’une perte de 200 & 500 g du poids du
cerveau. Globalement, le cerveau des patients MA pése moins de 1,2 kg (contre 1,4 — 1,5 kg
chez les personnes non atteintes, selon le sexe) et présente une atrophie symétrique qui touche

principalement les régions médio-temporales dont I"hippocampe (Esiri et al., 1997). Les cortex
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moteurs primaires et sensoriels sont quant a eux plutot préservés. La figure suivante montre la

différence de I’atteinte cérébrale entre patient MA et patient 4gé non atteint (Figure 4).

Figure 4 : Différence entre un cerveau sain et un cerveau atteint par la maladie d’Alzheimer
IRM en coupe coronale du cerveau de trois personnes agées, a gauche un cerveau sain, au milieu le
cerveau d’un patient atteint de troubles cognitifs légers, a droite le cerveau d’un cas de maladie
d’Alzheimer montrant I’atrophie cortico-sous-corticale plus marquée et I’atrophie des hippocampes
(Ledig et al., 2018).

2. Au niveau microscopique

a) Dégénérescences neurofibrillaires (DNF)

Dans la MA, les DNF sont principalement constituées d’agrégats de protéine Tau
hyperphosphorylée et/ou anormalement phosphorylée (Greenberg et al., 1992). Elles
s’accumulent aussi bien dans les corps cellulaires neuronaux que dans leurs prolongements.
L’hyperphosphorylation de la protéine Tau, notamment par la kinase GSK-3p (glycogen
synthase kinase 3f), perturbe le réseau microtubulaire, entraine une désorganisation du
cytosquelette et la formation de neurones dystrophiques conduisant a leur dégénérescence
(Spillantini et Goedert, 1998).

Trois stades de DNF ont été définis. Le premier est un stade de « pré-dégénérescence »
ou de « dégénérescence diffuse » caractérisé par des protéines Tau diffuses dans le cytoplasme
de certains neurones. Le second stade, dit « intra-dégénérescence » ou « dégénérescence
mature », est associé a des agrégats filamenteux de protéines Tau dans le cytoplasme poussant
le noyau en périphérie des neurones. A ce stade, les dendrites et I’axone sont souvent déformés.
Enfin, le troisiéme stade, qualifi¢ d’« extra-dégénérescence » ou « dégénérescence fantdme »
implique la mort des neurones atteints par ces DNF (Figure 5).

Les DNF ont une distribution cérébrale graduelle (Braak et Braalk, 1991). Elles affectent
en premier le cortex entorhinal et I’hippocampe. A ce stade, les patients peuvent présenter des
troubles cognitifs 1égers. Par la suite, les DNF atteignent progressivement les zones limbiques

pour s’étendre jusqu’aux autres zones corticales associatives provoquant des troubles cognitifs
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de plus en plus importants (Figure 5). L’évolution de la distribution des DNF dans le cerveau

s’effectue différemment de celles des plaques séniles.

Des études chez I’Homme ont montré une corrélation anatomo-clinique entre, d’une
part, la quantité et la distribution des DNF et, d’autre part, la sévérité et la durée du TNCM
(Arriagada et al., 1992 ; Bierrer et al., 1995 ; Ingelsson et al., 2004). Néanmoins, les DNF ne
constituent pas a elles seules la caractéristique déterminante de la MA puisqu’elles ont
¢galement été retrouvées dans d’autres pathologies neurodégénératives, constituant le groupe

des tauopathies (Buce et al., 2000).
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Figure 5 : Evolution de la distribution cérébrale des dégénérescences neurofibrillaires

Les protéines tau hyperphosrylées favorisent I’altération des microtubules et la formations de DNF
entrainant des déficits au niveau des neurones. La distribution des DNF dans I’évolution de la maladie
d’Alzheimer suit les six stades de Braak (adaptée de Swarbrick et al., 2019, photos provenant du Dr
Danielle Beckman).

b) Plaques séniles

Les plaques séniles, localisées au niveau extracellulaire, sont principalement formées
par des agrégats extracellulaires de peptides AP} de 40 ou 42 acides aminés (aa) (Af4o et AP42)
issus du clivage successif de la glycoprotéine transmembranaire APP (amyloid precursor
protein) par des complexes enzymatiques : oo ou -sécrétase puis y-sécrétase. La maturation de
cette glycoprotéine se fait via deux voies: la voie non-amyloidogénique, et la voie

amyloidogénique qui est a I’origine de la production de peptides AR (Selkoe, 1994) (Figure 6).
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En condition physiologique, la voie non amyloidogénique est majoritaire et se
caractérise par le clivage de I’ APP par I’a-sécrétase générant alors deux fragments : le fragment
N-terminal sAPPa et le fragment C-terminal aoCTF (ou peptide C83). Ce dernier peut ensuite
étre clivé par la y-sécrétase pour générer deux autres fragments : le fragment P3 au niveau
extracellulaire et le fragment AICD (APP IntraCellular Domain) au niveau intracellulaire
(LaFerla et al., 2007) (Figure 6.4).

La voie amyloidogénique devient majoritaire en condition pathologique. Elle génére le
peptide AP via le clivage successif par deux sécrétases. L’APP est d’abord clivée par la -
sécrétase (ou BACE!) qui libére I’extrémité N-terminale du peptide A3 en formant un fragment
extracellulaire sSAPPP. Puis le clivage par la y-sécrétase permet la libération de I’extrémité C-
terminale des peptides AP ainsi que la formation d’un fragment AICD, libéré dans le
compartiment intracellulaire (Figure 6.B). La protéase B-sécrétase est donc un acteur clé de la
production de peptides AP. La y-sécrétase est un complexe enzymatique formé de quatre sous-
unités protéiques dont les présénilines PS1 et PS2 (7Takasugi et al., 2003). Le clivage par la y-
sécrétase génere différents fragments de peptides AP constitués de 34 a 50 aa.
Physiologiquement, environ 90% de ces fragments sont des peptides de 40 aa solubles, Ao,
pouvant tre éliminés soit par des neuropeptidases, soit par des récepteurs spécifiques tels que
LRPI (low-density lipoprotein receptor-related protein 1) permettant leur efflux au travers de
la BHE (barriére hémato-encéphalique) et leur transport hors du parenchyme cérébral. Bien que
les peptides AP42 constituent la plus petite fraction des peptides issus du clivage par la -
sécrétase, ils possedent une solubilité plus faible et un fort pouvoir d’agrégation (Serrano-Pozo
et al., 2011). De plus, des mutations sur les genes de I’APP et/ou PS1 et/ou PS2 peuvent
favoriser la formation des peptides A4z, accroissant ainsi leurs effectifs de 5-10% a plus de
50% de la totalité des peptides AP (7Tanzi and Bertram, 2005 et 2008). Les peptides APB4> sont
principalement associés aux effets neurotoxiques observés dans la MA. En effet, ils sont
retrouvés en grande quantité dans les plaques séniles, bien plus que 1’ Ao, car plus prédisposés
a former des oligomeéres et a la fibrillogenese (Jan et al., 2008 ; Kim et al., 2007). Par ailleurs,
il a ét¢ montré que ce sont les formes oligomériques solubles des peptides AP, avant leur
aggrégation, qui sont les plus toxiques et qui participent a 1’aggravation des déficits cognitifs

en induisant des dysfonctionnements synaptiques (//aass et Selkoe., 2007 ; Wells et al., 2021).
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Figure 6 : Maturation de I’APP pouvant amener a la formation de plaques amyloides

A. Dans la voie non amyloidogénique, la protéine précurseur de 1’amyloide (APP) est clivée par I'a-
sécrétase générant les fragments sAPPa et aCTF, ce dernier est clivé par la y-sécrétase donnant les
fragments P3 et AICD.

B. Dans la voie amyloidogénique, I’APP est clivée par la -sécrétase donnant les fragments sSAPPJ et
BCTF dont le clivage par la y-sécrétase libere le peptide B-amyloide et I’AICD. Les peptides d’AB
peuvent alors s’agréger et former des plaques amyloides. Les mutations de I’APP et des PS1/PS2
favorisent la voie amyloidogénique et donc la formation de plaques amyloide. (Schéma réalisé¢ avec
Biorender).

Concernant la répartition des dépdts amyloides sous forme de plaques séniles, ils sont
initialement retrouvés dans le néocortex, puis au niveau de 1’allocortex, en particulier dans
I’hippocampe. Ces dépots se répandent ensuite dans 1I’ensemble du cerveau (77l et al., 2002),
mais ne correlent pas avec la sévérité des troubles cognitifs (Arriagada et al., 1992 ; Bierrer et
al., 1995 ; Ingelsson et al., 2004) (Figure 7). Certaines personnes agées indemnes de déficit
cognitif peuvent présenter au niveau cérébral des plaques séniles et une charge amyloide
importante, de méme niveau que les patients atteints de MA (Serrano-Pozo et al., 2011).
Cependant, d’un point de vue microscopique, on distingue deux types de plaques : les plaques
diffuses et les plaques a noyau dense. Les plaques diffuses n’ont pas de structures en feuillets
B, ne sont pas entourées de neurites dystrophiques et sont fréquemment présentes chez les
personnes agées (Masliah et al,, 1990). Les plaques a noyau dense, associ¢es a des effets
déléteres, peuvent présenter des neurites dystrophiques, une perte synaptique et neuronale, ainsi
qu’un recrutement des cellules gliales (/ragaki et al., 1959 ; Urbanc et al., 1999). Les neurites
dystrophiques contiennent souvent des amas de filaments appariés en hélice (PHFs) ainsi que

des mitochondries anormales, et sont retrouvés uniquement chez les patients MA (Fiala et al.,

2007 ; Kidd et al., 1964).
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Les plaques amyloides sont présentes 10 a 20 ans avant l'apparition des symptomes
cliniques et des études sur autopsies suggérent que jusqu'a 40 % des individus cognitivement
normaux présentent des dépots diffus de plaques amyloides dans le cerveau (Braak et Braak,

1997 ; Jansen et al., 2015).
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Figure 7 : Répartition cérébrale des plaques amyloides
Les plaques amyloides extracellulaires constituées de peptides AP se répandent progressivement dans

le cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Adaptée de Swarbrick et al., 2019, photos
Querol-Vilaseca et al., 2019).

Alors que les DNF et la protéine Tau sont plus étroitement liées a la perte neuronale et
aux symptomes cliniques, contrairement aux plaques amyloides, des études génétiques
indiquent que des mutations dans la protéine APP ou dans les enzymes - parmi lesquels PS1/2
- impliqués dans la genése d'AP sont a l'origine de la MA a transmission autosomique
dominante, forme familiale de la MA. Elles attribuent a I'Af un réle d’initiateur critique de la
maladie, a l’origine de I’hypothése physiopathologique de la « cascade amyloide ».
L’augmentation des plaques amyloides peut s’expliquer d’une part par ’amplification de la
production et de 1’agrégation du peptide A, en particulier du peptide A4z, et d’autre part par
une diminution de sa clairance.

Pendant de nombreuses années, 1’hypothése de la « cascade amyloide » a dominé les
théories sur la pathogenese de la MA : les modifications de 1'AP précipiteraient le processus de
la maladie et déclencheraient une cascade délétére impliquant la pathologie Tau et la
neurodégénérescence. Outre cette « cascade amyloide », il a été généralement présupposé que
I'AB et la protéine Tau agissaient de manic¢re indépendante et en absence d'interaction

spécifique. Cependant, des preuves de plus en plus nombreuses suggerent aujourd'hui que les
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deux lésions ont des effets synergiques. Il est important de noter que la propagation de la
pathologie Tau dans les cortex associatifs est presque toujours associée a la présence de plaques
amyloides étendues, ce qui suggere soit que les plaques précédent les DNF dans le cortex, soit
que celles-ci agissent en synergie avec les DNF favorisant leur propagation dans le cortex

(Busche et al., 2020) (Figure 8).
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Figure 8 : Interaction entre peptides AP et protéine Tau dans la maladie d’ Alzheimer
A partir du gyrus parahippocampique, vers les zones néocorticales, les plaques d’Ap favorisent la
propagation de la protéine Tau dans le cerveau de patients atteints de la MA (Busche et Hyman, 2020).

¢) Neuroinflammation dans la maladie d’ Alzheimer

Les études post-mortem de cerveaux de patients atteints de la MA ont révélé I’existence
d’une inflammation chronique qui s’avere plus importante que 1’inflammation de bas grade
induite par le vieillissement normal. Cette neuroinflammation est la résultante d’un déséquilibre
entre 1’activité des médiateurs pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Ce phénomene se
caractérise notamment par un changement phénotypique des cellules gliales dii a leur activation
et par la production accrue de molécules pro-inflammatoires. Les astrocytes réactifs et les
microglies activées vont donc alimenter cette inflammation susceptible de devenir neurotoxique
(Ahmad et al., 2019).

Il existe différents mécanismes neuroinflammatoires liés aux peptides A. Les cellules
microgliales, macrophages du SNC, scannent en permanence leur environnement. Elles
proviennent du sac vitellin, participent & deux nombreuses fonctions dont le maintien de
I’homéostasie, la phagocytose, la surveillance du micro-environnement et la plasticité

synaptique en ¢laguant les synapses. Les microglies possédent deux principaux phénotypes M1

27-



(pro-inflammatoire) et M2 (anti-inflammatoire) (Figure 9). En présence de peptides A, Les
microglies vont s’activer et sécréter un panel de molécules potentiellement toxiques, en
particulier pour les neurones (F/oden et al., 2005 ; Heneka et al., 2007). Parmi ces molécules,
on recense notamment le facteur de nécrose tumorale o (TNFa), I’interleukine 18 (IL-1P), les
proteines du complément, I’oxyde nitrique (NO) associé¢ a I’anion superoxyde (O:"™), les especes
réactives de I’oxygeéne (ROS) ou encore la cathepsine B (Downen et al., 1999 ; Sutton et al.,
1999 ; Shen et al., 2001 ; Beckman et al., 1994 ; Bianca et al., 1999 ; Gan et al., 2014). La
libération de ces molécules peut entrainer une altération de la neurogenese, un
dysfonctionnement synaptique et la mort neuronale, aggravant ainsi les troubles cognitifs
retrouvés chez les patients atteints de MA (Lyman et al., 2014).

Les cellules microgliales activées peuvent également recruter des cellules avoisinantes
dont les astrocytes. Ce sont des cellules gliales qui proviennent de la glie radiaire et jouent un
role dans ’homéostasie, le maintien de la barriere hémato-encéphalique (BHE), la plasticité
synaptique et la diminution de I’excitotoxicité. Les astrocytes possedent également deux
principaux phénotypes Al (neurotoxique) et A2 (neuroprotecteur). Lorsqu’ils sont recrutés par
les microglies activées, ils peuvent promouvoir la réponse inflammatoire et entrainer la
suractivation de systémes enzymatiques tels que 1’oxyde nitrique synthase (iNOS), la
cyclooxygénase 2 (COX2) ou la prostaglandine E2 (PGE2) (Brown et al., 2003 ; Johansson et
al., 2015). Tous ces événements vont contribuer au maintien d’un environnement toxique
engendrant le dysfonctionnement et la mort des cellules neuronales. En effet, I'IL-1 peut
induire une altération synaptique en augmentant la production de PGE2, ce qui entraine la
libération présynaptique du glutamate et l'activation postsynaptique des récepteurs N-méthyl-
D-aspartate (NMDA) (Mishra et al., 2012). Le TNF active son récepteur de type 1 (TNFR1) et
induit I’apoptose en recrutant la caspase 8 lorsque la voie du facteur nucléaire-kB (NF-kB) est
inactive, ce qui va engendrer une mort neuronale (Micheau et Tschopp, 2003). De plus, ces
médiateurs pro-inflammatoires TNFa et IL1[3, seuls ou couplés a I’interféron y (INFy),
modulent P’activité de la y-sécrétase et favorisent la production de la [3-sécrétase et, par
conséquent, d’A dans les neurones (Bakshi et al., 2008 ; Liao et al., 2004 ; Zhao et al., 2011).
L’activation du systéme du complément peut promouvoir la fonction phagocytaire de la
microglie, ce qui pourrait entrainer un élagage inapproprié des synapses et donc des déficits au

niveau de la plasticité synaptique (/7ong et al., 2016).
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Figure 9 : Microglies et astrocytes : leurs implications dans I'inflammation dans la maladie
d’Alzheimer

Dans un environnement inflammatoire, les microglies sont activées, adoptent une forme amiboide et
vont recruter les astrocytes devenant alors réactifs. Ces deux types cellulaires vont sécréter un panel de
médiateurs pro-inflammatoires pouvant entrainer de 1’apoptose, des dysfonctionnements neuronaux et
la suractivation des systémes enzymatiques. Ces évenements peuvent alors conduire a I’augmentation
des peptides Af, a I’altération de la neurogenese, a des dysfonctionnements de la plasticité synaptique
et a la mort neuronale qui & leur tour peuvent participer aux troubles cognitifs observés chez les patients
atteints de la maladie d’Alzheimer. (Schéma effectué¢ avec Biorender).

La neuroinflammation a tendance a devenir un processus chronique qui ne se résout pas
de lui-méme. C’est pourquoi, elle est considérée comme étant une composante des maladies
neurodégénératives qui accéléere et aggrave la physiopathologie (/Heneka et al., 2015). Elle
constitue donc depuis quelques années une des cibles thérapeutiques importantes pour lutter
contre la MA, en plus du traitement visant les 1ésions neurofibrillaires et les dépots amyloides

(Grammas et al., 2011). Cette neuroinflammation chronique pourrait, de plus, étre exacerbée
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par D’acquisition par certaines cellules neurales, d’un phénotype sécrétoire associé¢ a la
sénescence (SASP). Ce n’est que trés récemment que des cellules sénescentes ont été identifiées
dans le cerveau humain vieillissant et dans le cerveau de patients atteints de la MA. Ce volet

sera développé ultérieurement dans le chapitre 3 qui lui est entierement consacreé.

IV. Diagnostic de la maladie d’Alzheimer

1. Signes cliniques

La MA est une maladie neurodégénérative dont les symptomes et leur aggravation se
manifestent progressivement. Certains symptomes, comme des changements de I’humeur, de
I’anxiété et des troubles du sommeil, peuvent se manifester bien avant I’établissement d’un
diagnostic de TNCM.

Sur le plan clinique, elle se traduit par un ensemble de troubles cognitifs. Les patients
atteints de la MA présentent fréquemment des troubles précoces de la mémoire épisodique (A7,
2019 ; Galvin et al., 2012). 11 s’agit 1a d’une mémoire a long terme, déclarative, définie comme
une mémoire qui permet de se rappeler des souvenirs personnels vécus en fonction du contexte
et des émotions liées, avec une composante spatiale et temporelle. C’est particulierement la
mémoire épisodique antérograde qui est altérée chez les patients MA, affectant leur capacité a
créer de nouveaux souvenirs (exemple : ou ai-je garé la voiture ?) (Levhe et al., 2009). Par la
suite, les différents types de mémoires finissent par étre touchés, ainsi que I’ensemble des
fonctions exécutives (ex : inhibition, flexibilité, planification) et les fonctions instrumentales,
I’atteinte de ces derniéres pouvant se traduire par une apraxie (troubles de I’exécution), une
aphasie (troubles du langage) ou encore une agnosie (troubles de la reconnaissance). D’autres
symptomes peuvent alors apparaitre au niveau comportemental (ex : dépression, apathie,
anxiété, agressivité...) et parfois entrainer un changement de personnalité (2023 Alzheimer's
disease facts and figures) (Atri, 2019) (Tableau I). 11 existe une variabilité inter-individuelle
dans le développement et la progression des symptomes. Ceux-ci reflétent le degré d'atteinte
des différentes régions du cerveau.

Bien que les premiers symptomes débutent couramment par des troubles de la mémoire
a court terme, il est important de les dissocier du déclin cognitif 1i¢ au vieillissement normal.
En effet, les patients atteints de MA vont présenter des symptdmes et des altérations du

comportement bien plus marqués, persistants et fréquents (4777, 2019) (Tableau I). Ces troubles
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cognitifs s’aggravent progressivement conduisant a une perte d’autonomie et une grabatisation.

A ce stade sévere de la maladie, les patients décedent généralement de complications telles une

infection, une dysphagie provoquant des pneumonies d’inhalation, ou encore des pathologies

thromboemboliques.

Signes de démence lié a 1a maladie d'Alzheimer et exemples

Exemples de changements liés a 'age

Oublier des informations récemment apprises

. Compter sur des aide-mémoire

Perte de mémoire R ] . . ]
Poser les mémes questions a plusieurs reprises

Compter sur l'entourage pour des rappels

Oublier parfois des noms ou des rendez-vous,
mais s'en souvenir plus tard

Diminution des capacités a élaborer, suivre un plan, travailler avec
Difficultés a résoudre  des chiffres
des problémes et a Difficultés a suivre une recette familiére
planifier Difficultés a se concentrer
Temps de réalisation d'activités ou d'actions beaucoup plus long

Faire des erreurs occasionnelles lors de la
gestion des finances ou des factures du ménage

Difficultés a accomplir des taches quotidiennes, a dresser une liste de

Avoir besoin d'aide occasionnelle pour utiliser

Changement de a g ]

course les réglages du micro-ondes ou enregistrer une
I’humeur et de la 5 A . ] - I R8s

. Difficultés a se rendre a un endroit familier émission de télévision
personnalité ] i ) i . -
Difficultés a se souvenir des régles d’un jeu préféré
Perte de la notion des dates, des saisons et du passage du temps Etre confus au sujet du jour de la semaine mais
Do Difficutlés a comprendre quelque chose si cela ne se produit pas le découvrir plus tard

immédiatement

spatio-temporelle . g N
Difficultés a savoir ou la personne se trouvent et comment elle y est

arrivée

Difficultés & comprendre Problémes de vision
les images et les relations Difficultés a évaluer les distances

spatiales Difficultés a déterminer les couleurs et les contrastes

Modifications de la vision liées aux cataractes

Proble & . Difficultés a suivre, a s'arréter ou a se joindre a une conversation
roblemes d’expression

o Difficultés avec | abulaire, nommer un objet familier
aiElle G o cultés avec le vocabulaire, nommer un obje er ou

utilisation d'un mauvais nom

Difficultés occasionnelles a trouver le mot juste

-, Placer des objets dans des endroits inhabituels
Perte de la capacité a

reconstituer un parcours
et égarer des objets

Perdre des objets et ne pas pouvoir revenir en arriere pour les
retrouver
Accuser les autres de vol

Egarer des objets de temps en temps et revenir
sur ses pas pour les retrouver

Changements dans les jugements ou prise de décision
Jugement amoindri Manque de jugement
Accorde moins d'importance a leur propreté

Prendre une mauvaise décision ou faire une
erreur de temps en temps

) . Changements dans les capacités a tenir ou a suivre une conversation
Retrait du travail et/ou

. ey N Arrét des passe-temps, des activités sociales ou autres engagements
des activités sociales

Difficultés a suivre une équipe ou une activité sportive préférée

Se sentir parfois indifférent aux obligations
familiales et sociales

Développement d'un état confus, méfiants, déprimés, craintifs ou
Changement de UIE .

I’humeur et de la
personnalité

anxieux
Vulnérabilité a étre bouleversé a la maison, au travail, avec des amis
ou en dehors des zones de confort

Développer des fagons de faire trés spécifiques
et devenir irritable lorsqu’une routine est
perturbée

Tableau 1 : Signes de démence retrouvés chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer
comparés aux changements liés a I’age (Atri, 2019 ; 2023 Alzheimer's disease facts and figures)

Le diagnostic de la MA reposait initialement sur I’identification de symptomes typiques,

avec objectivation d’un trouble amnésique de type hippocampique au premier plan dans le bilan

neuropsychologique (évaluation de la mémoire épisodique, des fonctions exécutives, du

langage etc) et des analyses d’imagerie cérébrale révélant une atrophie hippocampique a
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I’imagerie par résonnance magnétique (IRM) cérébrale et un hypométabolisme du cortex
associatif pariéto-temporal a la tomographie a émission de positons couplé au radioligand
fluorodésoxyglucose (TEP-'®FDG). L'IRM est employée de préférence lors du bilan initial d'un
trouble cognitif et a pour role d'écarter les diagnostics différentiels (tumeurs, hydrocéphalie
chronique), de déterminer et quantifier une potentielle maladie des petits vaisseaux et, enfin, de
rechercher une atrophie cérébrale dont la topographie hippocampique peut étre suggestive d'une
MA. La TEP-'"®*FDG permet par l'analyse du métabolisme glucidique cérébral de rechercher des
anomalies en faveur d'une maladie neurodégénérative de type MA, ou 1'un de ses diagnostics
différentiels.

Les criteres diagnostiques du National Institute for Communicative Disorders and
Stroke—the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) et du
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders of the American Psychiatric Association
(DSM-V) définissent la MA comme un syndrome et son diagnostic comporte les trois degrés
de certitude suivants : MA « probable », MA « possible » et MA « certaine », cette derniére
nécessitant généralement une confirmation histopathologique post-mortem pour atteindre la

certitude diagnostique.

4 N
Diagnostic de la maladie d’Alzheimer :

*  Troubles mnésiques de type hippocampique
* Imagerie cérébrale : IRM (atrophie) et TEP-FDG (hypométabolisme)
* Biomarqueurs physiologiques : Af3 et protéine Tau (LCR, sang, TEP)
e Criteres NINCDS-ARDA et DSM-V : MA probable, possible ou certaine
& J

Les avancées dans le domaine des biomarqueurs depuis une vingtaine d’années ont
permis de passer d’un diagnostic clinique « possible » de la MA a un diagnostic clinico-
biologique « probable ». La MA peut ainsi étre identifié¢e par des mesures de biomarqueurs dans
des prélevements biologiques (notamment dans le liquide céphalorachidien (LCR) et plus
récemment dans le sang) et/ou au moyen de techniques d’imagerie médicale capables de mettre
en évidence les caractéristiques physiopathologiques de la MA, notamment les peptides [3-
amyloides et la protéine Tau hyperphosphorylée. Trois types de parametres sont dorénavant
inclus dans les critéres diagnostiques : les tests neuropsychologiques, les biomarqueurs
topographiques (IRM cérébrale et TEP-FDG) et les biomarqueurs physiopathologiques
(amyloide et Tau).

Des méthodes d’imagerie sont reconnues comme des outils pouvant contribuer a un
diagnostic valide (Jack et al., 2018). L’IRM permet la visualisation de I’atrophie cérébrale et la

TEP permet, selon le radioligand utilisé, de mesurer le métabolisme cérébral, les dépots d’AB
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et les formes de la protéine Tau (t-Tau et p-Tau) (Leuzy et al., 2021). Ces techniques sont des
outils diagnostiques utilisés en complément des dosages de biomarqueurs dans le LCR (A et
Tau). D’autres biomarqueurs sont en cours de développement, comme les biomarqueurs

sanguins de la MA. Les biomarqueurs de la MA sont résumés dans la figure 10.

* APBiapetAB 4

Analyses sensibles
* tTau et spécifiques

e p-Taul8l, p-Tau21l7, p-Tau231

* ABraetABia Moins sensibles et

le®0 * t-Tau spécifiques que les

analyses dans le LCR
+ p-Taul81, p-Tau217, p-Tau231 i

N (O

* TEP-amyloide * TEP-tau * TEP-FDG

Figure 10 : Principaux biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer

Les principaux biomarqueurs de la maladie d’ Alzheimer sont les peptides A3 de 40 et 42 acides aminés
et la protéine Tau sous sa forme totale ou ses formes phosphorylées au niveau des sites 181, 217 et 231.
Ils peuvent étre investigués dans LCR, dans le sang (en cours de développement) ou par imagerie avec
la TEP. Des informations complémentaires peuvent ¢galement étre obtenues a I’aide de la TEP-FDG et
par IRM. (Schéma réalisé avec Biorender).

Le développement des biomarqueurs de la MA a permis d’identifier des populations a
risque de développer cette maladie, d’ou 1I’émergence des concepts de MA « prodromique »
(stade de trouble neurocognitif 1éger) et méme « préclinique » (stade asymptomatique mais

présence de Iésions cérébrales de type MA) (2023 Alzheimer's disease facts and figures).

Troubles neurocognitifs Troubles neurocognitifs Troubles neurocognitifs
majeurs dus a la MA majeurs dus a la MA majeurs dus a la MA
Stade léger Stade modéré Stade sévere

Troubles neurocognitifs
légers dus a la MA

Aucun symptome, mais Trés légers symptémes Symptomes interférant Symptdmes interférant Symptdmes interférant
biomarqueurs de la MA n’interférant pas avec les avec quelques activités avec de nombreuses avec la plupart des
présents activités de la vie de la vie quotidienne activités de la vie activités de la vie
quotidienne quotidienne quotidienne

Figure 11 : Progression de la maladie d’Alzheimer : des modifications cérébrales imperceptibles
jusqu’aux modifications cérébrales entrainant des troubles cognitifs sévéres (traduit de 2023
Alzheimer's disease facts and figures
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C’est grace a ces définitions nosologiques prenant en compte des stades plus précoces,
fondées sur les biomarqueurs, que de nouveaux outils thérapeutiques comme les
immunothérapies anti-amyloides ont pu révéler un intérét clinique. Ces biomarqueurs s’avérant
également étre un outil indispensable pour évaluer les réponses thérapeutiques, ils ont permis
le développement d’essais cliniques utilisant ces nouveaux outils thérapeutiques qui seront

développés dans le paragraphe V.

2. Formes familiale et sporadique de la maladie d’ Alzheimer

La MA est une maladie multifactorielle impliquant des parameétres génétiques et
environnementaux. Elle existe sous deux formes : familiale/génétique et sporadique.

Les formes familiales de la MA sont tres rares, moins de 1% des cas, caractérisées par
une apparition précoce, avant 65 ans, et sont liées a des mutations autosomiques dominantes
induisant le développement de la maladie (Bertram and Tanzi, 2005 ; El Kadmiri et al., 2013).

Dans 86% des cas, la forme familiale de la MA est due a des mutations qui impliquent
soit directement le géne codant la protéine précurseur de 1’amyloide 3 (4PP), situé sur le
chromosome 21 (Goate et al., 1991), soit les génes codant les protéines présénilines 1 et 2 (PS
et PS2 situés respectivement sur les chromosomes 14 et 1). Les protéines PS1 et PS2
appartiennent au complexe multimoléculaire de la y-sécrétase dont les mutations entrainent une
production en exces du peptide amyloide ABa2 (Selkoe, 1994 ; Xia et al., 1997). L’augmentation
du ratio AB42/ABao peut également étre due a une duplication du géne APP.

Les mutations du gene PS/ représentent plus de 60% des formes familiales tandis que
celles de PS2 restent tres rares. Quant au géne APP, sa mutation est impliquée dans environ
15% des cas et sa duplication dans 8% des cas (Loy et al., 2014). L’identification de I’ensemble
de ces mutations a permis I’¢laboration de nombreux mod¢les animaux transgéniques (Se/koe
and Hardy, 2016).

Les formes sporadiques représentent environ 99% des cas de MA et se caractérisent par
une apparition assez tardive, aprés 65 ans. Parmi les facteurs de risques, on y trouve par exemple
des variations alléliques (polymorphismes génétiques), 1’age, et d’autres facteurs de risques liés

au mode de vie et a I’environnement.
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V. Thérapeutiques de la maladie d’Alzheimer

Actuellement, il n’existe aucun traitement permettant d’arréter ou d’éradiquer la MA.
Bien que des traitements symptomatiques soit sur le marché, ils ne sont plus remboursés en
France depuis 2018 en raison de leur modeste efficacité. Ils permettent soit d’inhiber
I’acétylcholinestérase (AChE) pour augmenter la concentration d’acétylcholine dans les fentes
synaptiques des neurones cholinergiques (ex : Donépézil, Rivastigmine, Galantamine), soit de
bloquer les récepteurs NMDA pour réduire I’excitotoxicité induite par un dysfonctionnement

glutamatergique (ex : Mémantine) (Figure 12).
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Figure 12 : Mécanismes d’actions des traitements symptomatiques de la maladie d’ Alzheimer

A. Lors de la propagation d’un potentiel d’action la dépolarisation de neurones excitateurs entraine la
libération d’acétylcholine dans la fente synaptique. L’acétylcholine peut alors se fixer aux récepteurs
nicotiniques ou étre hydrolysée par I’AChE. La Rivastigmine, le Donepezil et la Galantamine sont des
inhibiteurs de I’ AChE permettant de maintenir des niveaux d’acétylcholine plus importants dans la fente
synaptique.

B. La dépolarisation de neurones excitateurs peut également entrainer la libération de glutamate
permettant sa fixation au récepteur NMDA. La Mémantine, un inhibiteur de ces récepteurs, permet de
réduire I’excitotoxicité présente chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Schéma réalisé
avec Biorender).

Plus récemment, des stratégies thérapeutiques ciblant les deux 1ésions pathologiques de

la MA, I’AB et Tau ont été développées.
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Les stratégies ciblant I’augmentation anormale de la production du peptide A ont pour
but de réduire, voire de restaurer les niveaux physiologiques de ce peptide dans le cerveau
(Giacobini et Gold, 2013). Le traitement anti-Af} comprend trois stratégies : le recours aux
inhibiteurs de sécrétases, aux inhibiteurs de I’agrégation de I’AP et I’'immunothérapie anti-Af,
cette derniére étant la plus prometteuse.

Des essais cliniques ont testé plusieurs inhibiteurs de -sécrétase et y-sécrétase mais ont
tous été arrétés, soit par manque d’efficacité, soit a cause d’effets néfastes ou aggravants chez
les patients atteints de MA 1égere (Coric et Salloway, 2015 ; Doody et Raman, 2013 ; Huang
etal., 2020, Iraji et al., 2020 ; Lynch et al., 2018 ; Miranda et Montiel, 2021).

Des molécules et composés naturels inhibant 1’agrégation des peptides A} ont montré
des effets, cependant insuffisants, sur I’agrégation des protéines, et ils présentent une faible
perméabilité et donc des difficultés a passer la BHE (Pagano et Tomaselli, 2020).

L’espoir de traitement actuel est I’'immunothérapie anti-Af} dont 1’objectif principal est
de ralentir le processus d’évolution de la MA si I’administration s’effectue a un stade précoce
(Tolar et al., 2020). Aprés plusieurs années d’échec, deux immunothérapies anti-Aj récemment
ont ét¢ développées avec des résultats encourageants. Le lecanemab (BAN2401) est une
biothérapie basée sur des anticorps humanisés qui ont pour but d’éliminer les protofibrilles de
peptides amyloides. Le traitement est administré chez les patients tous les quinze jours avec un
suivi par IRM. L’essai clinique Clarity AD a montré une diminution de 27% du déclin cognitif
chez les patients ayant suivi le traitement par rapport a ceux qui ont recu le placebo, ceci d’apres
I’échelle CDR-SB (Clinical Dementia Rating-Sum of the Boxes Scale) (van Dyck et al., 2023).
Cette échelle clinique permet d’évaluer les fonctions cognitives et les capacités fonctionnelles
du sujet, avec une pondération particuliére pour les troubles mnésiques et leurs conséquences.
Malgré des effets secondaires parfois graves (hémorragies et cedémes cérébraux)
particulierement pour les sujets porteurs de deux alléles 4 de I’APOE, la FDA (Food and Drug
Administration) a approuvé ce traitement en aolit 2023 a la suite des résultats de I’étude clinique
de phase III (Figure 13). Une autorisation européenne du lecanemab est en cours d’étude par
I’ Agence européenne des médicaments (EMA).

Une autre immunothérapie anti-Af, le donanemab, a montré lors d’une étude de phase
III un ralentissement du déclin cognitif des sujets MA de 35% par rapport au groupe ayant recu
le placebo. Bien que trois déces liés au traitement aient été recensés, on peut s’attendre a une

approbation de ce traitement par la FDA au cours du premier trimestre 2024.
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En revanche, ces traitements s’adressent aux patients ayant des troubles cognitifs 1égers
ou atteints d’une MA au stade 1éger, et le nombre de patients potentiellement ¢€ligibles a ces

traitements est estimé a environ 300 000 en France (Figure 13).

208 onANENAD

Décembre 2022 Troubles cognitifs légers
Publication des Stade débutant de la maladie d’Alzheimer
résultats de la phase 3

Janvier 2023

Autorisation accélérée
de mise sur le marché

par les instances
américaines

Ralentissement du déclin cognitif a 18 mois de Juillet 2023

Publication des
résultats de la phase 3

Juillet 2023 En attente des
_____ autorisations par les
Autorisation compléte instances américaines
par les instances et européennes
américaines ) w

Effets secondaires
Ay o - Réaction liée a la perfusion
En attente des - (Edémes cérébraux

autorisations par les - Hémorragies cérébrales
instances européennes

Figure 13: Principaux résultats des deux immunothérapies anti-amyloides (Rapport 2023
Fondation Vaincre Alzheimer)

Concernant la piste inflammatoire, début 2023, des résultats positifs de 1’étude clinique
de phase III sur le Masitinib, un inhibiteur de tyrosine kinase qui cible les microglies ont été
publiés (Dubois et al., 2023). L’administration de 4,5 mg/kg de Masitinib, en complément
d’inhibiteurs d’AChE et/ou des récepteurs NMDA en tant que traitement d’appoint, a montré
des effets bénéfiques dans le traitement des démences légeres et modérées. Les résultats
concluent a un effet neuroprotecteur induisant un ralentissement du déclin cognitif et de la perte
de capacité fonctionnelle dans les activités de la vie quotidienne. Une étude de confirmation est
en cours pour étayer les données cliniques, notamment pour analyser I’effet du Masitinib sur

les biomarqueurs de la MA.

Compte tenu de la physiopathologie de la MA, la piste thérapeutique anti-Tau peut
¢galement étre une solution envisageable. Initialement, les thérapies anti-Tau étaient
principalement fondées sur l'inhibition des protéines kinases ou de 'agrégation de la protéine
tau, ou sur la stabilisation des microtubules. La plupart de ces approches ont été abandonnées
en raison de leur toxicité et/ou de leur manque d'efficacité. Actuellement, la majorité des

thérapies ciblant la protéine Tau qui font I'objet d'essais cliniques sont des immunothérapies qui
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se sont révélées prometteuses dans de nombreuses études précliniques. Etant donné que la
pathologie Tau présente une meilleure corrélation avec les troubles cognitifs que les plaques
d’ AR, une thérapie ciblant Tau pourrait étre plus efficace que 1'élimination de I'Af une fois que
les symptomes cliniques sont présents (Congdon et al., 2023). Cependant, cette stratégie
rencontre bon nombre de problémes semblables a ceux rencontrés pour cibler les peptides
AP : inefficacité, effets secondaires, manque d’amélioration de la cognition. Bien que I’étude
clinique « Lauriet » ait montré un succes partiel avec le semorinemab, plusieurs études se sont
avérées étre des échecs comme « Tango » avec le gosunaremab et « Argo » avec le Tideglusib

(Lovestone et al., 2015 ; Monteiro et al., 2023 ; Shulman et al., 2023).

I1 est bien établi aujourd’hui que la MA est une pathologie complexe, multifactorielle,
impliquant divers mécanismes pathogéniques distincts mais interconnectés. Un nouveau
concept consiste a utiliser des multithérapies pour cibler a la fois des dysfonctionnements
communs au vieillissement et a la MA : la neuroinflammation, les dysfonctionnements
synaptiques, les altérations mitochondriales et métaboliques dont les peptides amyloides et la
protéine Tau, la dégradation de la BHE et les altérations vasculaires (Hara et al., 2019 ; Ibrahim
et al, 2019). Une autre stratégie émergente depuis quelques années cible les cellules
sénescentes qui s’accumulent avec le vieillissement et participent au maintien d’un
environnement inflammatoire (développée dans le chapitre 3).

Des études ¢épidémiologiques ont ¢également identifié des facteurs de risque
potentiellement modifiables pour prévenir la MA. De plus, les 1ésions cérébrales apparentées
s’installent des dizaines d'années avant I'apparition des symptomes cliniques. Par conséquent,
identifier ces facteurs de risque et élaborer des interventions les ciblant chez les personnes agées
encore asymptomatiques, voire chez les personnes d'dge moyen, pourraient prévenir ou retarder

l'apparition de la maladie d'Alzheimer.

VI. Facteurs de risques de la MA

La MA sporadique étant une maladie multifactorielle, plusieurs facteurs de risques ont

¢été mis en évidence.
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1. Polymorphismes génétiques

La susceptibilit¢ génétique est un facteur prédominant dans la détermination de
I’apparition et de la pathogen¢se de la MA et contribue a environ 60 a 80% de tous les cas de

MA (Gatz et al., 20006).

Le polymorphisme génétique portant sur 1’apolipoprotéine E4 (APOE4), localisé sur le
chromosome 19, augmente le risque d’incidence de cette pathologie de 20-25% (Corder et al.,
1994). Cette protéine intervient notamment dans le transport des lipides dont le cholestérol. Le
locus du gene APOE sur le chromosome 19 comprend trois variants alléliques : APOE?2 (g2),
APOES3 (€3) et APOE4 (€4) (Philips et al., 2014). L’alléle €3 est le plus fréquemment retrouvé
dans la population. Des études démontrent que 1'allele €4 est associé a un risque plus élevé de
développer des formes tardives de la MA (Liu et al., 2013), mais n’est pas suffisant pour induire
le développement de la pathologie a lui seul. Quant a l’allele €2, il semble avoir dans une
certaine mesure un effet neuroprotecteur lié a la longévité (Kim et al., 2022). La fréquence
globale de l'allele ¢4 humain est de 14% mais favorise de 12 a 15 fois le risque de développer
une MA pour les porteurs de deux copies de ’allele (Farrer et al., 1997). Concernant les
porteurs des autres alleles de I’APOE, le risque a été estimé de 11 a 60% en fonction des alléles,

du sexe et de I’age (Genin et al., 2011).

Bien que des variations alléliques du géne codant I'APOE aient été précédemment
montrées comme seul facteur de risque génétique de la MA sporadique, de récentes études de
séquencage du génome entier et d’analyse GWAS (Genome-Wide Association Study) ont
identifi¢ plus d’une vingtaine de facteurs génétiques supplémentaires associés au risque de MA
(Chouraki et Sedha, 2014). C’est le cas d’ABCA7 qui, tout comme 1I’APOE, est impliqué dans
le métabolisme lipidique et également dans la phagocytose. Six autres variants des geénes
PICALM, BINI, CD2A4AP, SORLI, SLC24A4-RIN3, FERMT2 sont impliqués dans les
mécanismes d’endocytose et de transport et d’autres génes ont aussi ét¢ identifiés comme jouant
un role dans le cycle cellulaire et la régulation de I’expression génique (PTK2B, ZCWPW1,
CELF1, TRIP4). Enfin, MEF2C impliqué dans I’activité neuronale et la neurogenese, et CASSY,
qui participe a la régulation du cytosquelette, ont aussi été identifiés comme des genes
favorisant le développement de la MA (Chouraki et Sedha., 2014). Ces nouveaux facteurs sont
impliqués dans des voies de signalisation aboutissant a la régulation de I’APP, de la protéine

Tau, du transport axonal, et des réponses immunitaires.
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Les avancées technologiques permettront siirement d’identifier et confirmer les
fréquences alléliques impliquées dans la MA. Ces études génétiques pourront assurément
faciliter la découverte de traitements fondés sur de nouvelles voies biologiques, pour ralentir

voire stopper la maladie.

2. Vieillissement

L’age est le facteur de risque le plus important dans la MA sporadique, qui représente
la majorité des cas de MA : 3 % des personnes agées de 65 a 74 ans, 17 % des personnes agées
de 75 a 84 ans et 32 % des personnes agées de 85 ans ou plus sont atteintes de la MA aux Etats-
Unis (2020 Alzheimer's disease facts and figures). La prévalence de la démence avant 1'age de
50 ans est inférieure a 0,25 cas pour 1000 personnes et environ 30% des cas sont attribués a la
MA en Europe (Lambert al., 2014). La prévalence de la MA avoisine 100 cas pour 1000
personnes a 80 ans, aux Etats-Unis, et atteint 200-300 pour 1000 a 90 ans (Figure 14.4). Non
seulement le syndrome démentiel et la MA sont principalement observés chez les personnes
agées, mais la prévalence et I’incidence de ces troubles augmentent avec 'dge, méme dans la
population des personnes considérées comme trés agées, de maniere similaire chez les hommes

et les femmes (How et al., 2019 ; Yang et al., 2013) (Figure 14.B).
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Figure 14 : Prévalence de la maladie d’Alzheimer et incidence des démences chez les hommes et
les femmes

A. Prévalence de la MA pour 1 000 hommes et femmes par tranche d’age aux Etats-Unis (Hou et al.,
2019).

B. Incidence des démences toutes causes confondues d’apres des études de population (hommes et
femmes) portant sur des individus agés de plus de 90 ans (Yang et al., 2013).
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Cependant, il est important de noter que la MA n'est pas une conséquence normale du
vieillissement et que 1'dge avancé n'est pas suffisant pour causer la MA. Le vieillissement est
un processus inévitable et irréversible, associ¢ a des changements physiques, physiologiques et
fonctionnels de I’organisme. Le vieillissement est un facteur de risque clé de la MA, mais les
raisons de cette association ne sont pas bien ¢élucidées. La question se pose de savoir si les
mécanismes biologiques du vieillissement, notamment la sénescence cellulaire, pourraient
contribuer a la MA et constituer un facteur clé reliant le vieillissement a la pathologie.

Des études ont défini des processus moléculaires et cellulaires pouvant étre liés a des
mécanismes biologiques du vieillissement humain. Ldpez-Otin et al., ont identifié neuf
« marqueurs du vieillissement » en 2013, mais trés récemment, trois autres caractéristiques ont
été ajoutées, amenant a ce jour a douze marqueurs (Lopez-Otin et al., 2023). Ces différentes

caractéristiques, dont la sénescence cellulaire, seront développées dans le chapitre 3.

3. Les autres facteurs de risque

Identifier les facteurs de risque est essentiel a 1’établissement d’autres stratégies
thérapeutiques non curatives, mais préventives. Certains d’entre eux sont difficilement
modifiables tels que la génétique, 1’age, le sexe et les hormones qui y sont liées (New et al.,
2017 ; Wiong et al., 2022). Fort heureusement, bon nombre de facteurs sont modifiables. Leur
identification et leur prise en charge pourraient donc ralentir le développement de la
physiopathologie de la MA. Beaucoup de ces facteurs de risque reposent sur I’alimentation, le
systéme cardiovasculaire, les toxiques, ou encore les facteurs psychologiques (Baumgart et al.,
2015). En effet, une mauvaise alimentation peut conduire a 1’obésité, 1’hypercholestérolémie
ou le diabete qui sont des facteurs de risque de la MA (Hamer et Betty, 2019 ; Biessels et al.,
2018 ; Pikuleva et Cartier., 2021) auxquels s’ajoutent I’hypertension artérielle et les accidents
vasculaires cérébraux (Gabin et al., 2017 ; Pendlebury et al., 2012). Ces facteurs de risque sont

résumés dans la figure suivante (Figure 15).
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Figure 15 : Principaux facteurs de risque de la maladie d’Alzheimer

De nombreux facteurs de risque de la MA ont été identifiés, certains ne peuvent pas étre modifiés tels
que le sexe, la libération des hormones stéroides, la génétique ou le vieillissement. La modification des
autres facteurs de risque pourrait permettre de ralentir I’apparition et le développement des symptomes
de la MA, comme le manque d’activité physique, le stress, I’anxiété, I’alimentation, la masse corporelle,
le tabac, les accidents vasculaires cérébraux (AVC), angiopathie amyloide cérébrale (AAC), le sommeil,
I’hypertension artérielle, le diabéte, le déséquilibre du microbiote intestinal, les infections ou encore
I’hypercholestérolémie (schéma effectu¢ avec Biorender).

Un autre facteur de risque de plus en plus mis en exergue est le sommeil. Le sommeil
évolue avec I’age et sa qualité se dégrade avec I’age. Les troubles du sommeil sont fréquemment
retrouvés chez les personnes agées, en particulier chez les sujets atteints de MA, suggérant
I’existence d’une relation bidirectionnelle entre troubles du sommeil et MA (Ju et al., 2014).
Ces troubles peuvent se manifester dés les premiers stades de la maladie, puis exacerber les
déficits cognitifs via I’altération des processus de consolidation de la mémoire qui s’effectuent
normalement pendant le sommeil (McCurry et al., 2000 ; Rauchs et al., 2010). Les troubles du
sommeil peuvent favoriser les mécanismes physiopathologiques de la MA, comme une
augmentation du peptide AP accompagnée d’une diminution de sa clairance. Inversement,
I’accumulation de plaques séniles engendre des troubles du sommeil ainsi qu’une diminution
du sommeil profond (non-rapid eye movement sleep). Les patients atteints de MA peuvent
présenter des troubles du sommeil avant méme 1’apparition des dysfonctionnements mnésiques
et, lorsque leur tableau cognitif s’aggrave, leur sommeil se détériore (/Vang et al., 2020). Le

chapitre 2 de cette introduction sera consacrée aux troubles du sommeil.

42-



La MA représente un défi majeur de santé publique et socio-économique. Méme si
depuis plus de 100 ans les connaissances sur cette maladie évoluent, des inconnues et des
incertitudes demeurent. C’est pourquoi, en absence d’un traitement curatif efficace contre la
MA, traiter les facteurs de risque semble étre une stratégie pertinente, notamment pour retarder

1‘apparition de la MA et prolonger I’autonomie des patients.
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Chapitre 2
SOMMEIL
ET
SYNDROME D’APNEE DU SOMMEIL
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I. Le sommeil

Pendant des siécles, la plupart des philosophes pensaient que le sommeil était
simplement caractérisé par de faibles niveaux d’activités corticale et sensorielle sans envisager
I’existence de voies spécifiques a 1’éveil ou au sommeil. Ce n’est qu’a partir du XXe siécle que

les systemes cérébraux régulant les différentes phases d’éveil et de sommeil ont été identifiés.

Le sommeil est crucial pour le bon fonctionnement de 1’organisme. Principalement
contrdlé par des processus neurobiologiques dans 1’ensemble de 1’encéphale, il contribue au
maintien d’une homéostasie physiologique indispensable (Saper et al., 2010). Le sommeil est
associ¢ a une réduction de la perception des stimuli externes et a un arrét progressif de I’activité
motrice des muscles squelettiques (Krueger et al., 2016 ; McCarley, 2007). 11 est défini comme
une suspension périodique normale et réversible de la conscience pendant laquelle les réserves
énergétiques cérébrales sont reconstituées via une diminution de la température corporelle
(Vyazovskiy, 2015). En effet, bien que des questionnements demeurent quant aux roles du
sommeil, il a notamment ét¢ montré qu’il participerait a la régulation des processus mnésiques,

métaboliques, immunitaires et a I’élimination de toxines (/7u et al., 2020 ; Irwin et al., 2016).

1. Architecture du sommeil

Le cycle veille/sommeil est structurellement organisé par différents états corticaux
oscillatoires de synchronisation et de désynchronisation. Chez un adulte sain cette architecture
se caractérise par une succession de cycles qui durent chacun environ 90 a 120 minutes,
débutant par des phases de sommeil lent léger, puis de sommeil lent profond et s’achévent par
une phase de sommeil paradoxal, observable sur un hypnogramme (Petit et al., 2004). Ces
cycles se répetent 4 a 6 fois par nuit et & mesure que les cycles se succédent, le sommeil lent
profond diminue au profit du sommeil paradoxal (Figure 16).

Le sommeil lent ou sommeil NREM (Non Rapid Eye Movement) représente les trois
quarts du temps de sommeil total et dure 60 a 75 minutes par cycle. Il se divise en 3 stades, les
stades 1 et 2 du sommeil lent léger et le stade 3 correspondant au sommeil lent profond. Ce
sommeil se caractérise également par une augmentation de I’amplitude et un ralentissement
progressif des ondes électriques corticales, ainsi que par une diminution du tonus musculaire,

de la respiration et du rythme cardiaque (Figure 16).
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Le sommeil paradoxal ou sommeil REM (Rapid Eye Movement) débute environ 90
minutes aprés I’endormissement, dure 10 a 20 minutes, et correspond a la période de réve. Il se
caractérise par une activité corticale importante, proche de celle de 1’éveil, ainsi qu’une
respiration et un rythme cardiaque irréguliers, 1I’apparition de mouvements oculaires rapides et

une atonie musculaire (Figure 16).
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Figure 16 : Architecture du sommeil représentée par un hypnogramme

A. Le sommeil est compos¢ de différentes phases, apres 1’éveil s’ensuit I’endormissement (stade 1), puis
I’entrée en sommeil lent léger (stade 2) avant le sommeil lent profond (stade 3) jusqu’au sommeil
paradoxal. Au fur et & mesure des cycles de sommeil le temps passé en stade 3 diminue au profit du
stade 2 et du sommeil paradoxal (©Inserm/Alexandra Pinci).

B. Enregistrement du sommeil d’une personne, considéré comme « normal » (Riemann et al., 2020).

Les différentes phases ayant des activités électrophysiologiques (activité électrique
corticale, musculaire et oculomotrice) bien définies, I’architecture du sommeil peut étre
analysée grace a une série d’enregistrements électrophysiologiques, appelée polysomnographie
qui regroupe un électroencéphalogramme (EEG), wun électromyogramme, un
¢lectrocardiogramme, un électrooculogramme ainsi que d’autres parameétres physiologiques
respiratoires.

Sur les enregistrements EEG, 1’état d’éveil est caractérisé par une activité oscillatoire
d’ondes Béta les yeux ouverts (supérieures a 13 Hz) et une activité d’ondes Alpha pendant
I’endormissement (8-13 Hz). Pendant le sommeil NREM cette activité va progressivement se
ralentir jusqu’a un rythme Théta (4-8 Hz), correspondant au stade 1 du sommeil lent 1éger, et

une activité Théta caractéristique du stade 2 du sommeil lent 1éger. Puis survient le sommeil
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lent profond, stade 3 NREM, défini par des ondes Delta de basse fréquence (0,5 a 4 Hz) et de
haute amplitude. Le sommeil paradoxal est quant a lui caractérisé par des ondes cérébrales
désynchronisées et rapides, proches de celles de 1’état d’éveil, avec parfois quelques bouffées

d’ondes rythmiques en « dents de scie » (Figure 17).
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Figure 17 : Activités oscillatoires pendant le sommeil

Les tracés sur un électroencéphalogramme montrent une diminution de I’activité oscillatoire au cours
des différentes phases du sommeil caractéristiques d’ondes bien définies : les ondes Béta pendant 1’éveil,
les ondes Alpha pendant ’endormissement, les ondes Théta pendant le sommeil lent 1éger et les ondes
Delta pendant le sommeil lent profond. Les ondes observées pendant le sommeil paradoxal se
rapprochent de celles de 1’état d’éveil (Schéma réalisé avec Biorender).

2. Roles du sommeil

Le sommeil est vital car acteur dans diverses fonctions fondamentales pour 1’ensemble
de I’organisme, bien que la totalité¢ de ses fonctions soient encore largement méconnues. En
effet, le sommeil jouerait un rdéle important dans le maintien de I’homéostasie métabolique,
dans la régulation de la réponse immunitaire et aurait des effets essentiels au niveau de
I’encéphale. Les effets potentiels du sommeil ont surtout été mis en évidence dans des cas de
manques de sommeil, privations de sommeil ou encore de troubles du sommeil. Tous se sont

révélés néfastes pour I’organisme.

D’un point de vue clinique, le manque chronique de sommeil chez I’Homme entraine
une dégradation de la qualité de vie notamment marquée par une détérioration globale de sa
santé physique et psychiatrique (Reid et al., 2006 ; Strine et Chapman, 2005). 1l peut en effet
en résulter des douleurs physiques, des troubles de I’humeur, une irritabilité, une baisse

d’attention et de vigilance (Baum et al., 2014 ; Lim et Dinges, 2008 et 2010) ainsi qu’un tableau
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psychologique de type anxieux et dépressif (Gruber et Cassoff, 2014). Les personnes en
manque de sommeil seront également plus vulnérables aux infections par des pathogénes et a
certaines pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, 1’hypertension, I’obésité ou
encore le diabeéte, qui sont des facteurs de risque identifiés de la MA (Cappuccio et al., 2008 ;
Gottlied et al., 2006 ; Knutson et al., 2007).

Au niveau périphérique, le sommeil jouerait un réle homéostatique en réduisant le
métabolisme d’environ 15 % ainsi que les besoins en énergie, notamment grace a une
diminution d’environ un degré de la température corporelle (Sharma et Kavuru, 2010). Le
sommeil aurait également un effet de « restauration » et de « nettoyage » dii a la stimulation de
la synthése protéique, la reconstitution des stocks de glycogéne, 1’élimination de ROS et de
métabolites et il contribuerait a la consolidation et/ou la réparation des tissus, des muscles et
des os (Van Cauter et Copinschi, 2000).

Le sommeil interviendrait également au niveau du systéme immunitaire adaptatif et
inné, un manque de sommeil entrainant une diminution de la production d’anticorps, de la
différenciation des lymphocytes T au profit du recrutement des lymphocytes B, et favorisant la
sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires (Garbarino et al., 2021). Un sommeil réduit chez
de jeunes hommes en bonne santé a d’ailleurs induit ’augmentation des niveaux plasmatiques
de trois cytokines, IL-1f3, IL-6 et IL-17 ainsi que de la protéine C réactive (CRP) (Van Leeuwen
et al., 2009).

Les effets les plus notables du sommeil sont retrouvés au niveau cérébral, en particulier
concernant les performances cognitives (Peigneux et al., 2001 ; Rachs et Born, 2013 ; Rauchs
et al, 2005 ; Sara., 2017). Le sommeil jouerait un role important dans I’apprentissage et les
processus mnésiques en intervenant dans les étapes de mémorisation, d’encodage et de
consolidation pour un rappel ultérieur (/Walker, 2009). Un sommeil insuffisant ou de mauvaise
qualit¢ diminue les performances liées a la mémoire, limite les processus de
consolidation/reconsolidation et de « tri » des nouvelles informations (

). Pendant le sommeil lent, les neurones de
I’hippocampe reproduisent spontanément 1’activité qu’ils ont eue pendant 1’éveil participant a
la consolidation de la mémoire a long terme ( ). De plus, chez le sujet jeune,
le sommeil paradoxal jouerait un role dans le développement et la maturation des synapses,
notamment au niveau de la mise en place des circuits neuronaux (Roffward et al., 1966). Le
sommeil serait donc impliqué dans des fonctions liées a la plasticité synaptique, d’ou son role

dans les performances cognitives.
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Pour étayer le role du sommeil au niveau du systéme immunitaire cérébral, une privation
de sommeil chronique entraine une inflammation de bas grade marquée par 1’activation des
cellules gliales et par des niveaux accrus de médiateurs pro-inflammatoires associés a un stress
oxydant (Manchanda et al., 2018 ; Xue et al., 2019).

Le sommeil proteégerait également le cerveau du stress oxydant en limitant la production
de ROS dont la formation est nettement favorisée par le manque de sommeil (Reimund, 1994).
De plus, une privation partielle de sommeil chez le rongeur a altéré un marqueur indirect du
stress oxydant, a savoir I’activité antioxydante de certaines enzymes impliquées dans la
régulation des niveaux des ROS (Ramanathan et al., 2002).

Enfin, le sommeil aurait une fonction de réparation et de neuroprotection, d’une part via
le maintien de la BHE (Hurtado-Alvarado et al., 2016) et, d’autre part, grace au phénomene de
clairance éliminant certains déchets métaboliques accumulés pendant I’éveil en partie grace au
systéme glymphatique (Xie ef al., 2013). Cette fonction de clairance des toxiques pendant le

sommeil sera développée dans les paragraphes suivants.

( . . ~ . \
Principaux réle du sommeil :

¢ Essentiel a la santé physique et mentale
*  Participe aux performances cognitives (apprentissage, mémorisation, plasticité)
*  Maintien de 'homéostasie métabolique
* Neuroprotecteur :
Régulation du systeme immunitaire
Maintien de la BHE
Diminution du stress oxydant et de I'inflammation
Elimination des déchets métaboliques (clairance)

3. L’évolution physiologique du sommeil avec le vieillissement

La quantité et la qualit¢ du sommeil changent progressivement au cours du
vieillissement. Cette modification est caractérisée par une durée de sommeil nocturne plus
courte, un temps d’endormissement plus long, des réveils nocturnes fréquents, une avance de
phase et un sommeil polyphasique (Ancoli-Israel., 2009 ; Blackwell et al., 2011 ; Cooke et al.,
2011). L’architecture du sommeil est également progressivement transformée. Le sommeil lent
léger augmente au détriment des phases de sommeil NREM profond. A un age avancé, ces
modifications sont accompagnées d’une diminution du sommeil REM, d’une fragmentation
importante et des difficultés de maintien du sommeil (Ohayon et al., 2004 ; Van Cauter et al.,

2000) (Figure 18).
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Figure 18 : Modification de I’architecture du sommeil au cours du vieillissement

A. Architecture du sommeil d’un adulte montrant les phases d’éveil (W), de sommeil paradoxal (R) et
des trois stades du sommeil lent (N1, N2 et N3).

B. Architecture du sommeil d’une personne agée (Pace-Schott et al., 2011)

Au niveau physiologique, 1’atrophie corticale retrouvée notamment au niveau du cortex
préfrontal médian au cours du vieillissement a été corrélée a la diminution de I’activité d’ondes
lentes du sommeil NREM qui pourrait expliquer le déclin dans la rétention de la mémoire

dépendante du sommeil chez les personnes agées (Mander et al., 2013).

L’importance du sommeil, notamment pour la consolidation de la mémoire, a amené a
s’interroger sur un lien possible entre les troubles du sommeil et le développement des maladies
neurodégénératives chez les sujets agés. La qualité du sommeil se dégradant avec 1’age, des
troubles du sommeil sont fréquemment retrouvés chez les personnes agées, en particulier chez

les patients atteints de MA.

II. Sommeil et vieillissement physiopathologique

1. Architecture du sommeil et maladie d’Alzheimer

Les changements circadiens observés chez les patients atteints de la MA sont bien plus
perturbés que les personnes agées en bonne santé (Musiek et al.,, 2015 ; Nassan et al., 2022).
Ces patients se plaignent d’un mauvais sommeil, ils ont tendance a passer plus de temps éveillés

pendant la nuit, avec une augmentation de la latence d’endormissement et de la fréquence des
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réveils nocturnes se traduisant par une diminution de 1’efficacité et du temps total de sommeil.
(Hatfield et al., 2004 ; Tractenberg et al., 2015). La répartition des stades de sommeil est
modifiée avec une diminution plus importante du sommeil NREM profond, du sommeil REM
et une importante latence de ce sommeil paradoxal (Bonanni et al., 2005).

Les raisons de ces modifications ne sont pas encore bien comprises. Elles pourraient
vraisemblablement provenir des dommages neuronaux et synaptiques induits par la MA au
niveau de structures cérébrales et de voies essentielles impliquées dans la régulation du sommeil
(Holth et al., 2017). Par exemple, la perte de neurones cholinergiques induisant des déficits
cognitifs affecte la régulation des cycles veille/sommeil, tout comme les dépots de peptides
amyloides.

L’étude de D’architecture du sommeil dans différents modeles murins transgéniques
surexprimant le peptide AB a révélé des changements semblables a ceux des patients MA. En
effet, ces rongeurs présentent une augmentation du temps d’éveil, une diminution du sommeil
NREM et REM, une fragmentation accrue du sommeil, une latence au sommeil paradoxal et
une diminution de la fréquence des phases de sommeil paradoxal (Colby-Milley et al., 2015 ;

Huitron-Resendiz et al., 2002 ; Schneider et al., 2014 ; Sethi et al., 2015 ; Zhang et al., 2005).

Les changements au niveau du sommeil induits par le vieillissement et exacerbés par la
pathologie MA pourraient agir comme des boucles rétroactives néfastes ou le sommeil altéré et
la. MA s’aggraveraient mutuellement. De plus, les personnes présentant un trouble
neurocognitif 1éger, ont un risque accru de développer des troubles du sommeil (Bombois et al.,

2010), pouvant aggraver davantage la physiopathologie de la MA.

2. Troubles du sommeil et MA

Les troubles du sommeil et la MA sont des pathologies chroniques présentant des

similitudes épidémiologiques et une influence mutuelle intriguante mais non encore élucidée

D’apres une étude clinique italienne, environ 66% des patients atteints de MA présentent
des troubles du sommeil (Guarnieri et al, 2012). Les troubles du sommeil affectant les
performances cognitives (W ennberg et al. 2017), une personne agée sans déficit cognitif mais
présentant une fragmentation du sommeil élevée a un risque élevé de développer une MA (/Ha/n

etal, 2014 ; Lim et al., 2013). Parallelement, les patients atteints de MA peuvent présenter des
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troubles du sommeil, avant méme de la détection des dysfonctionnements mnésiques, qui
s’amplifient avec I’aggravation de leur tableau cognitif (/Vang et al., 2020).

Les processus physiopathologiques li¢s a la MA perturbent les cycles veille/sommeil,
que ce soit chez ’Homme ou dans des mod¢les d’animaux transgéniques, pouvant favoriser le

développement et la progression de la pathologie.

a) Charge amyloide

Les niveaux extracellulaires d’Af fluctuent en fonction de 1’activité veille/sommeil et
de I’age. Les jeunes sujets sains présentent un ratio APso/AP42 dans le LCR qui augmente
pendant I’éveil et diminue pendant le sommeil de manicre corrélée avec sa durée. Cependant
cette fluctuation circadienne d’AP diminue avec 1’age et encore plus avec la présence de dépots
amyloides (Huang et al., 2012 ; Lucey et al., 2015). Or, le sommeil joue un role essentiel dans
I'homéostasie métabolique, notamment dans la clairance glymphatique des métabolites hors du
parenchyme cérébral. En effet, Xie ef al., ont identifi¢ une augmentation importante de I’espace
interstitiel facilitant les échanges entre LCR et liquide interstitiel pendant le sommeil, associée
a une accélération des processus de clairance des métabolites, comme le peptide AP (Xie er al.,
2013). De plus, que ce soit chez ’Homme ou dans des mod¢les murins, le manque ou la
privation de sommeil favorise I’accumulation des peptides -amyloides agrégés sous forme de
plaques amyloides, probablement due a un déséquilibre entre leur production et leur élimination
(Shokri-Kojori et al., 2018).

Des études ont également été menées chez des modéles murins transgéniques de la MA
pour étudier les liens entre la physiopathologie de la MA et le sommeil. Dans le mod¢le murin
Tg2576, I’utilisation de la technique de microdialyse in vivo a permis de mettre en évidence des
fluctuations circadiennes d’Ap : la privation de sommeil augmente le taux d’Af dans le liquide
intersitiel et la restriction chronique du sommeil entraine une accumulation de plaques
amyloides (Kang et al., 2009). Chez des souris transgéniques APPswe/PS1dE9Y, la fluctuation
d’AB dans le liquide interstitiel est également dépendante des cycles veille/sommeil qui
s’averent perturbés en présence de dépdts AP (Ro/ et al., 2012). En effet, la formation de
plaques participe a la détérioration du cycle veille/sommeil et a la dissipation de la fluctuation
diurne d’AP du liquide interstitiel dans le SNC. Chez ces souris ainsi que chez des souris
APP/PS1, la privation de sommeil entraine I’augmentation d’Af, une aggravation des
dommages de plasticité synaptique hippocampique et une activation microgliale (/Vang et al.,

2020).
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Enfin, les concentrations d’AP du liquide interstitiel étant directement régulées par
I’activité neuronale endogene (Bero et al., 2011), il ne serait pas étonnant que la perturbation
de certaines activités corticales oscillatoires pendant le sommeil augmente jusqu’a 30% les
concentrations d’AP dans le LCR (Juz et al., 2017 ; Lucey et al., 2018).

Le sommeil et ’AB formeraient donc une sorte de boucle rétroactive, un mauvais
sommeil entrainant des dépdts d’AP qui eux-mémes affectent la qualité du sommeil (Ju et al.,

2014).

b) Protéine Tau

Tout comme les peptides AP, les niveaux extracellulaires de protéines Tau fluctuent au
cours du cycle veille/sommeil chez I’Homme. Chez des sujets sans déficits cognitifs,
I’accumulation de protéines Tau est associée a une activité des ondes lentes pendant le sommeil
NREM dans les régions orbitofrontales, entorhinales, hippocampiques, linguales et pariétales
inférieures (Lucey et al., 2019). L’accumulation de protéines Tau, notamment dans le LCR,
pourrait étre la conséquence d’un manque ou d’une privation de sommeil (Barthélemy et al.,
2020 ; Holth et al., 2019). Ces phénomenes peuvent également favoriser la phosphorylation de
la protéine Tau sur certains sites spécifiques tels que la S202 favorisant 1’agrégation de la
protéine et donc potentiellement la formation de DNF (Barthélemy et al., 2020). Les troubles
du sommeil surviennent également dans les tauopathies, en 1’absence de plaques amyloides

(Lewetal., 2021).

Les études réalisées chez des modéles murins transgéniques de la MA ont montré les
liens entre 1’accumulation de Tau et le sommeil. Chez les souris transgéniques P301S,
I’augmentation progressive de la tauopathie est associée a une altération du sommeil marquée
par une diminution des stades de sommeil REM et NREM, une diminution des ondes lentes et
une augmentation de la période d’éveil, en fonction de 1’age (Holth et al., 2017). La
concentration en protéine Tau dans le liquide interstitiel varie en fonction du cycle
veille/sommeil, en étant augmentée pendant 1’éveil par rapport a la période de sommeil. De
plus, les souris privées de sommeil ne présentent plus de variation physiologique de la quantité
de protéine Tau dans le liquide interstitiel qui reste constamment élevée (Holth et al., 2019).

D’autres études sur les liens neuroanatomiques entre les DNF et la régulation des cycles

veille/sommeil mentionnent que les régions cérébrales favorisant le sommeil peuvent étre
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affectées par la neurodégénérescence induite par la protéine Tau dans les modeles animaux de

la MA (Lew et al., 2021).

Enfin, chez des souris 3xTg, présentant a la fois des plaques amyloides et des DNF, la
restriction de sommeil induit des déficits mnésiques associés a une diminution d’une protéine
exprimée au niveau post-synaptique, PSD95, et une augmentation de GFAP (Glial fibrillary
acidic protein) indiquant une altération de l’intégrité synaptique et une augmentation de

I’inflammation (Di Meco et al., 2014).

Maladie d’Alzheimer

Troubles du sommeil

[ Altération de la fluctuation A8 ] [ Perturbation sommeil ]

Altération de la fluctuation de Tau] [ N\ NREM, difficultés endormissement]

[ \ NREM, \ REM, 7 période d’éveil ]

[ 7 charge amyloide ]

Détérioration du

7 Tau phosphorylée
[ L ] cycle veille/sommeil

Figure 19 : Trouble du sommeil et maladie d’Alzheimer

La MA et les troubles du sommeil entretiennent un lien bi-directionnel, chacun pouvant influencer
I’autre de manicre néfaste. La charge amyloide et I’expression de la protéine Tau peuvent a la fois étre
augmentées par la MA et par la perturbation du sommeil et cette augmentation peut également jouer un
role sur la détérioration du cycle veille/sommeil (Schéma réalisé avec Biorender).

Bien qu’actuellement les études ne permettent pas d’affirmer si ce sont plus les DNF ou
les plaques amyloides qui induisent les déficits au niveau de I’architecture du sommeil, il est
¢vident que ces derniers aggravent la quantité et la qualit¢ du sommeil, affectant la
physiopathologie de la MA. Il est également difficile de conclure sur la chronologie

d’apparition entre un sommeil perturbé et la pathologie.

Les troubles du sommeil sont fréquents chez les personnes agées car le vieillissement
est associ¢ a une prévalence croissante de multimorbidité, polymédication, de facteurs
psychosociaux affectant le sommeil, mais également & des pathologies propres au sommeil

comme le syndrome d’apnées du sommeil.
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III. Syndrome d’apnées du sommeil

1. Définition

La premicre description de troubles apparentés a un syndrome d’apnées du sommeil
(SAS) et due au cardiologue Charles Sidney Burwell (1893-1967) en 1956 (Burwell et al., 1956)
Cette pathologie fut nommée a cette époque « Pickwickian Syndrome » (syndrome de Pickwick
ou syndrome Pickwickien). Ce nom fait référence a Joe, I’un des personnages de I’ouvrage
« The Posthumous Papers of the Pickwick Club » (les papiers posthumes du Pickwick Club) de
Charles Dickens publié en 1836 (Dickens., 1836) (Figure 20). Dickens décrit Joe comme « une
curiosité de la nature, un jeune garcon étonnamment gras, rougeaud, goinfre, mais surtout
atteint d’une somnolence invincible, incontrdlable ». Il pouvait s’endormir en pleine
conversation ou méme debout. Ce syndrome de Pickwick était surtout caractérisé par une
obésité importante entrainant une augmentation du travail ventilatoire, associant une
hypoventilation alvéolaire (hypoxie hypercapnique), des apnées du sommeil et une insuffisance
cardiaque, se traduisant cliniquement par une hypersomnolence diurne. Ce n’est qu’en 1965
que les apnées du sommeil (arréts répétés de la respiration) en tant que telles ont ét€¢ mises en
¢vidence chez des patients atteints du syndrome de Pickwick a I’aide d’enregistrements

polygraphiques (Gastaut et al., 1965).

Figure 20 : Charles Sidney Burwell (a gauche), The Posthumous Papers of the Pickwick Club (au
centre) et Joe (a droite)

Le SAS est une pathologie du sommeil caractérisée par des interruptions répétées et
incontrolées du flux respiratoire au cours du sommeil. C’est un syndrome chronique défini

comme tel lorsque les apnées et/ou hypopnées durent au minimum 10 secondes et se répetent
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au moins 5 fois par heure, associées a des symptomes nocturnes (ronflements, suffocation ou
sensation d’étouffement nocturne, nycturie, sommeil non réparateur) et diurnes (somnolence,
fatigue, difficult¢ de concentration). Une apnée est définie par un arrét du flux aérien
respiratoire d’au moins 90% pendant plus de 10 secondes, tandis qu’une hypopnée se
caractérise par une diminution du flux aérien de plus de 50% pendant une durée minimale de
10 secondes, associée a une réduction de la saturation en oxygéne d’au moins 3% et/ou un
micro-éveil. Dans certaines études cliniques, les hypopnées sont définies d’aprés les
recommandations américaines comme une diminution d’au moins 30% du flux ventilatoire d’au
moins 10 sec, accompagnée d’une désaturation en oxygeéne d’au moins 3% ou d’un micro-
réveil.

Le nombre d’apnées et/ou d’hypopnées survenant par heure de sommeil est référencé
par I’index d’apnées hypopnées (IAH) permettant de définir trois stades de sévérité du SAS :

- Léger (5<IAH<14) : entre 5 et 14 apnées/hypopnées par heure de sommeil

- Modéré (15<IAH<29) : entre 15 et 29 apnées/hypopnées par heure de sommeil

- Sévere (30<IAH) : 30 ou plus apnées/hypopnées par heure de sommeil.

2. Diagnostic du SAS

Le diagnostic de SAS repose sur 2 types d’enregistrements nocturnes, qui permettent de
déterminer également I'lAH. L’enregistrement polysomnographique permet l’analyse de
plusieurs parametres physiologiques pour étudier le sommeil et ses pathologies. Les données
enregistrées se focalisent sur : 1’activité cérébrale au moyen d’un électroencéphalogramme
EEG afin de visualiser la structure du sommeil, les flux d’air nasaux/buccaux et les mouvements
thoraciques pour identifier les apnées/hypopnées, la fréquence cardiaque par
¢lectrocardiogramme ECG et le taux d’oxygéne qui varie en fonction des apnées/hypopnées
dans le sang par oxymétrie, le tonus musculaire par EMG (électromyogramme des jambiers et
du mentonnier) afin d’identifier les stades de sommeil et la présence possible des mouvements
périodiques de jambes, les mouvements oculaires observés sur un EOG (¢électro-oculogramme)
pour identifier les stades de sommeil, ainsi que la position du sujet qui peut influencer les apnées
(Figure 21.4).

Un deuxieme type d’examen, la polygraphie ventilatoire, permet également de
diagnostiquer un SAS et d’évaluer I’'TAH. La polygraphie ventilatoire n’a recours qu’aux
capteurs détectant les flux d’air nasaux/buccaux et les mouvements thoraciques pour identifier

les apnées/hypopnées, a ’ECG, ’oxymétrie et a I’observation de la position du sujet. Cet
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examen, ciblé uniquement sur les événements respiratoires, ne permet donc pas le diagnostic

d’autres pathologies du sommeil (Figure 21.B).

N
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Figure 21 : Dispositifs de polysomnographie et de polygraphie ventilatoire

A. Un examen de polysomnographie regroupe les EEG, EOG, EMG, ECG, un oxymétre et des capteurs
du flux d’air, de ronflements, de positions et de mouvements abdominaux, thoraciques tous reliés a un
boitier d’enregistrement.

B. Un examen de polygraphie regroupe un ECG, un oxymeétre, des capteurs de flux d’air, de ronflements,
de positions et de mouvements abdominaux, thoraciques tous reliés a un boitier d’enregistrement (©
EVA).

Oxymétrie

Les apnées du sommeil peuvent étre classées selon trois catégories : obstructive,
centrale et mixte. Les apnées du sommeil de type obstructif, les plus fréquentes, sont causées
par une interruption du flux d’air suite a 1’obstruction des voies aériennes supérieures, avec
conservation des mouvements respiratoires thoraco-abdominaux. Cette obstruction des voies
aériennes supérieures est due soit au relachement des muscles des parois du pharynx, soit a un
obstacle anatomique empéchant le passage de I’air (ex : hypertrophie des amygdales) (Racineux
et Weitzenblum, 1999). Dans ce cas, on parle d’apnée obstructive du sommeil (SAOS), la forme
la plus fréquente (Figure 22). Les apnées du sommeil de type central sont plus rares et sont
causées par un arrét de la commande respiratoire, associée a une disparition des mouvements
respiratoires thoraco-abdominaux. Les apnées centrales peuvent provenir d’une anomalie de la
commande respiratoire par le systéme nerveux ou lors de troubles cardiaques. Les apnées du

sommeil mixtes associent les deux types d’apnées et se caractérisent par un arrét du flux d’air
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débutant par une apnée centrale mais se terminant avec une apnée de type obstructif faisant

donc appel a des efforts ventilatoires.

A B Normal breathing
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Figure 22 : Syndrome d’apnées du sommeil

A. Signaux respiratoires normalisés du débit d’air nasal et des mouvements abdominaux dans le cas
d’apnée centrale, d’apnée obstructive et d’apnée mixe (Kang et al., 2020).

B. Pendant le sommeil, chez une personne saine 1’air inspirée passe par les voies aériennes supérieures
pour atteindre les poumons, tandis que dans le cas d’une apnée obstructive, les voies sont bloquées
empéchant le passage du I’air (© Mayo Foundation For Medical Education and Reshearch).

Chaque apnée/hypopnée provoque une chute du taux d’oxygene dans le sang et donc
une hypoxie intermittente (HI). Un systéme d’alerte se déclenche alors dans le SNC provoquant
un micro-réveil nocturne inconscient qui entraine 1’activation d’un systéme neurologique
réflexe. Ce dernier permettra la contraction des muscles, I’ouverture de la trachée permettant
de rétablir le passage de I’air dans les voies aériennes supérieures et donc la restauration des
besoins de 1’organisme en oxygene, jusqu’a la prochaine apnée/hypopnée.

La répétition des micro-réveils au cours de la nuit provoque une deuxieme conséquence
importante du SAS, la fragmentation du sommeil, qui entraine une forte diminution, voire une
absence du sommeil profond.

Au niveau clinique, I’HI et la fragmentation de sommeil conduisent & une somnolence
diurne excessive ainsi qu’a de nombreux autres symptomes comme une fatigue chronique, une
baisse des performances intellectuelles, physiques et sexuelles, ainsi que le développement de
troubles cognitifs touchant particulierement la concentration, 1’attention et la mémoire. Les

autres signes cliniques d’un SAS sont le plus souvent rapportés par les conjoints qui décrivent
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des ronflements importants et des épisodes apnéiques au cours du sommeil. Les patients vont
surtout se plaindre d’une somnolence diurne excessive, de troubles cognitifs, de réveils en
sursaut avec une sensation d’étouffement (Gagnon et al., 2014 ; Seneviratne et Puvanendran,
2004). D’autres symptomes ont également été rapportés par les patients tels que des sueurs
nocturnes, des nycturies ou encore des céphalées matinales. Ce syndrome interfére donc avec

la qualité de vie des patients.

3. Syndrome d’apnées du sommeil en quelques chiffres

Le SAS peut survenir a tout age, y compris chez I’enfant. Cependant sa fréquence
augmente fortement avec 1’age et subit un effet de plateau a partir de 60 ans (Young et al.,
2002). Dans la population générale, avant 60 ans, les hommes sont 2 a 5 fois plus touchés que
les femmes en fonction des cohortes cliniques. Au-dela de cet age, ce syndrome touche autant
d’hommes que de femmes, probablement a cause des modifications hormonales et
métaboliques dues a la ménopause (Escourrou et Roisman, 2010 ; Bonsignore et al., 2019).

D’apres la premiere étude historique, ce syndrome toucherait 9% des hommes et 4% des
femmes (IAH> 15) de la population générale du Wisconsin, Etats-Unis (Young et al., 1993).
Ces chiffres étant sous-estimés, il est probable que plus de 50% des apnéiques ne soient pas
encore diagnostiqués. Par ailleurs, 1’étude Suisse HypnoLaus (/Heinzer et al., 2015) a montré
récemment au travers d’une cohorte en population générale, que les apnées/hypopnées du
sommeil avec un seuil léger, d’IAH > 5, touchent 84% des hommes et 61% des femmes et que,
pour un seuil d’TAH > 15, la prévalence est de 50% pour les hommes et 23% pour les femmes.
Plus récemment, Benjafield et al., ont réalis¢ un algorithme complexe pour estimer la
prévalence du SAS sur 16 pays en utilisant les critéres diagnostiques de I’AASM 2012
(Americain Academy of Sleep Medicine), a savoir une diminution d’au moins 30% du débit
par rapport a la ligne de base associée a une désaturation en oxygene d’au moins 3% ou a un
éveil avec un d’TAH > 5 (Benjafield et al., 2020). Prés d’un milliard de personnes seraient ainsi
touchées par un SAS, avec une prévalence pouvant dépasser 50% dans certains pays. Il a
notamment été estimé que 936 millions des hommes et femmes de 30 & 69 ans présenteraient
un SAS léger et que 425 millions présenteraient un SAS modéré a sévére. La France compte
parmi les pays affichant la plus forte estimation du nombre de personnes atteintes d’un SAS,
que ce soit pour un TAH léger (23 506 723) ou au moins modéré (11 836 999) (Figure 23). Ces
chiffres alarmants font de ce syndrome un probléme de santé¢ publique et un véritable enjeu

sociétal.
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IAH > 5 : 23 500 000 personnes
IAH > 15 : 11 800 000 personnes

SAS affecte les enfants jusqu’aux personnes agées
IAH > 5 : 1 milliard de personnes

Fréquence
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Figure 23 : Syndrome d’apnées du sommeil dans le monde

Le syndrome d’apnées du sommeil (SAS) de type léger touche un milliard de personnes dans
le monde. Sa fréquence augmente avec 1’age jusqu’a stagner a partir de 60 ans. C’est également
a partir de cet age que les femmes et les hommes sont touchés par ce syndrome de maniére
équivalente. En France plus de 23,5 millions de personnes sont touchées, un peu moins de la
moitié¢ par un SAS modéré a sévere (Schéma réalisé avec Biorender).

4. Facteurs de risque du SAS

L’age constitue un facteur de risque majeur d’apnées du sommeil. Le vieillissement est
en effet associ¢ a des modifications favorisant le collapsus oropharyngé. C’est le cas avec la
perte de souplesse des voies aériennes respiratoires probablement due a un affaiblissement
neuromusculaire conduisant & un reldchement du pharynx. Les voies aériennes supérieures
subissent également des modifications structurelles, notamment un allongement du palais mou
et un dépdt de coussinets adipeux. Enfin, l'instabilit¢ de la commande ventilatoire peut
prédisposer les personnes agées a des événements apnéiques (B/iwise et al., 2016 ; Miner et al.,
2020).

Les autres facteurs de risque favorisant 1’obstruction des voies aériennes supérieures
pendant le sommeil sont principalement anatomiques. L’obésité est un facteur de risque
important chez les adultes jeunes. En effet, I’apnée est favorisée par le surpoids, des dépots
graisseux le long du pharynx induisant un rétrécissement des voies aériennes. L hypertrophie
des amygdales et la macroglossie, souvent rencontrées chez les personnes atteintes de trisomie
21, la micrognathie (hypoplasie de la machoire inférieure) et la rétrognathie (rétraction de la

machoire inférieure) constituent d’autres facteurs de risque d’ordre oto-rhino-laryngés
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susceptibles de favoriser le développement d’un SAS. Il existe également une prédisposition
familiale et anatomique, bien qu’aucun geéne associé a ce syndrome n’ait été a ce jour identifié.
Enfin, le SAS peut étre aggravé par 1’alcool et ’utilisation de certains médicaments, en raison

d’un effet myorelaxant (Scrima et al., 1982 ; Guilleminault et al., 1954).

5. Traitements du SAS

En raison de I’existence de nombreux facteurs de développement du SAS, la premiére
prise en charge qui peut étre proposée aux patients repose sur I’application de mesures hygiéno-
diététiques. Chez les patients obéses ou en surpoids, une perte de poids peut s’avérer bénéfique.
En effet, il a ét¢ démontré par Peppard et al., qu’une perte de 10% de la masse corporelle
entraine une réduction de de 18 a 34% de 'lAH (Peppard et al., 2000). Cependant, une telle
perte de poids n’est pas forcément recommandée chez les sujets gériatriques, en raison du risque
de dénutrition et de sarcopénie.

Le traitement spécifique du SAS dépend de ses causes, de la sévérité de I'TAH et des
symptomes. Dans la grande majorité des cas, les patients atteints de SAS sont appareillés avec
le dispositif de ventilation par pression positive continue (PPC) durant la nuit (Figure 24). Ce
systéme mis au point dans les années 80 permet d’envoyer un débit d’air suffisant, grace a un
générateur, pour empécher le collapsus des voies aériennes supérieures avec un masque
appliqué au patient (Su/livan et al., 1981). La Haute Autorité de Santé (HAS) recommande
’utilisation de la PPC en premicre intention pour les patients souffrant d’un SAS sévere
symptomatique ou d’un SAS modéré associé¢ a une maladie cardiovasculaire ou respiratoire
sévere.

Dans le cas d’une intolérance au dispositif de PPC ou en cas de SAS modéré sans
pathologie cardiovasculaire/respiratoire sévere, les patients peuvent également porter une
orthése d’avancée mandibulaire (OAM) amovible congue sur mesure (Figure 24). Ce dispositif
permet de maintenir la machoire inférieure en position avancée pendant le sommeil, favorisant

le passage de ’air au niveau du pharynx.

Dans le cas ou le SAS est de cause anatomique bien identifiée, les patients peuvent avoir
recours a une intervention chirurgicale, comme c’est le cas pour le voile du palais ou les
amygdales en cas d’hypertrophie amygdalienne. Ces traitements peuvent aussi étre

recommandés chez les patients présentant un SAS léger a modéré, et refusant ou ne tolérant pas
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la PPC et ’OAM. Une autre intervention chirurgicale, 1’avancée des maxillaires, est quant a
elle une chirurgie beaucoup plus lourde, et n’est recommandée que chez les patients présentant
une malposition dentaire, un SAS sévere et refusant ou ne tolérant pas la PPC et 'TOAM.

La PPC ou I’orthése ne sont pas des traitements curatifs et dés lors que le patient cesse
de les utiliser, les apnées/hypopnées réapparaissent pendant le sommeil. Il convient donc
d’utiliser ces appareillages quotidiennement pour en retirer un effet thérapeutique. En effet, les
bénéfices de la PPC ne sont visibles qu’a partir du seuil minimum de 3 a 4 heures d’utilisation
quotidienne. Or seulement 30 a 60% des personnes sous traitement PPC respectent cette durée
minimale (Kushida et al., 2012 ; Weaver et al., 2007). Quel que soit le traitement mis en place,
les patients présentent une amélioration rapide de leur sommeil via la réduction de leur IAH
associée a une diminution de la somnolence diurne et des autres symptomes, et donc de leur
qualité de vie (Barnes et al., 2002 ; Giles et al., 2006 ; Loredo et al., 1999 ; Petitjean et al.,
2000). Cependant, les contraintes associ€¢es a ces dispositifs constituent un frein a leur
utilisation pour certains patients et induisent des biais dans les retours des études cliniques. En
effet, la diminution a long terme de la survenue des comorbidités n’est pas clairement établie
en raison des résultats inconstants, avec soit des limites méthodologiques, soit une utilisation
suboptimale de la PPC. Certaines études ont mis en évidence une amélioration de I’hypertension
artérielle (Faccenda et al., 2001), associée a une réduction du risque cardiovasculaire (Buchner
etal., 2007 ; Marin et al., 2005) chez les patients traités par PPC. Au niveau de la cognition, la
PPC ne semble pas avoir eu d’effet significatif, méme dans l'essai contrdlé randomisé le plus
important a ce jour (Kushida et al, 2012). Cette absence d’effet thérapeutique pourrait
s'expliquer par les faibles niveaux d'adhésion a la PPC. D’autres études ont pourtant montré que
ce traitement pourrait retarder 1’aggravation du déclin cognitif chez les personnes atteintes de
troubles neurocognitifs 1égers ou majeurs de la MA (Kinugawa et al., 2021 et 2023 ; Osario et

al., 2015).

Récemment, une nouvelle alternative thérapeutique invasive mais nettement moins
contraignante est proposée, consistant a stimuler le nerf hypoglosse (XII) a I’aide d’un
générateur implantable au niveau du muscle pectoral (Figure 24). La Commission nationale
d’évaluation des dispositifs médicaux et des technologies de santé a rendu en 2022 un rapport
estimant que la stimulation du nerf XII représente un service attendu suffisant dans le cadre du
traitement du syndrome d’apnée-hypopnée obstructive du sommeil (SAHOS) modéré a sévére
(15 <IAH < 50) chez les patients avec un IMC inférieur a 32 kg/m? et en échec de traitement

(non répondeurs ou non- observants) par PPC et OAM. La population cible susceptible de
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recevoir ce dispositif médical est estimée entre 250 et 450 patients par an en France (/7A4S,

INSPIRE 1V).
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Figure 24 : Traitements du syndrome d’apnées du sommeil
A. Systéme de pression positive continue (PPC)

B. Orthése d’avancée mandibulaire (OAM)

C. Stimulation du nerf hypoglosse XII

(© Mayo Foundation For Medical Education and Research)

6. Comorbidités associées au SAS

S’il existe plusieurs facteurs de risque favorisant le développement d’un SAS, celui-ci
constitue également un facteur de risque de développer et/ou d’aggraver d’autres pathologies.
En effet, les patients souffrant d’un SAS sont plus enclins a développer des pathologies
cardiovasculaires (Gortlieb et al., 2010) telles qu’une hypertension artérielle (Konecny et al.,
2014), une insuffisance cardiaque (Chami et al., 2011), des troubles du rythme cardiaque
(Olmetti et al., 2008), des pathologies coronariennes (Peker et al., 2006) ou encore des AVC
(Arzt et al., 2005 ; Dyken et Im, 2009). D’apres la Société Francaise de Recherche et Médecine
du Sommeil (SFRMS), il semblerait que plus de 90% des patients apnéiques souffrent
d’hypertension artérielle. Ils présentent également des risques de développer un syndrome
métabolique (Coughlin et al., 2004), en particulier une résistance a I’insuline (/p et al., 2002).
Sur le plan psychologique, ce syndrome engendre une prédisposition plus importante a la
dépression (HHarris et al., 2009). Enfin, le SAS peut entrainer des troubles cognitifs, notamment
une altération de la consolidation mnésique, et des troubles de I’attention (Greneche et al.,
2011 ; Mazza et al., 2005). Dans I’étude suisse HypnoLaus, 1'analyse multivariée a montré que,
chez les patients 4gés de plus de 65 ans, ce sont I'TAH et I’index de désaturation (reflet de I’HI)

qui sont associés de maniere indépendante aux troubles cognitifs (//aba-Rubio et al., 2017).
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Les participants de cette étude présentant des déficits de performance cognitive évalués par le
CDR (Clinical Dementia Rating, scorant la mémoire, 1’orientation, le jugement et la résolution
de probléme, le domicile et les loisirs, les soins personnels) avaient une somnolence diurne plus
¢levée et un sommeil plus perturbé. Les personnes atteintes d’un SAS non traité présentent un
risque accru de développer un syndrome démentiel : une étude prospective sur le sommeil et la
cognition aupres d’une cohorte de femmes agées suivies pendant 5 ans a montré que celles
présentant un IAH modéré (IAH> 15) ont un risque plus élevé de 85 % de développer un trouble
cognitif 1éger ou une démence (Yaffe et al, 2011). D’autres études longitudinales montrent
¢galement que le SAS serait associé au développement de troubles cognitifs 1égers ou majeurs

dont la MA (Kinugawa et al., 2021).

7. Syndrome d’apnées du sommeil et maladie d’Alzheimer

La littérature scientifique suggére un lien bidirectionnel néfaste entre le SAOS et la MA.
Une approche méta-analytique quantitative a d’ailleurs révélé que les patients atteints de MA
ont cing fois plus de risques de présenter un SAOS que les personnes du méme age ne souffrant
pas de troubles cognitifs et qu’environ la moiti¢ des patients diagnostiqués ont souffert d’un
SAOS a un moment donné. (Emamian et al., 2016). 1l semblerait également que les patients
MA présentent des troubles respiratoires du sommeil plus séveres que des sujets agés non
déments, en corrélation avec le stade de leur pathologie (Bombois et al., 2010 ; Lee et al., 2019).

Les études d’imagerie cérébrale réalisées chez les patients SAOS montrent des atteintes
semblables a celles de la MA avec une perte de substance grise dans plusieurs régions cérébrales
incluant notamment 1’hippocampe et le cortex préfrontal, des zones également touchées dans la
MA (Macey et al., 2002 ; Morell et al., 2010). D’autres études ont mis en évidence une
hypoperfusion cérébrale touchant plusieurs régions, notamment 1’hippocampe (Baril et al.,
2018 ; Innes et al., 2015). Ces différentes structures sont impliquées dans la régulation motrice
des voies respiratoires supérieures en plus des fonctions cognitives.

Qu’elles se fondent sur des investigations de neuroimagerie ou du LCR, les études
transversales sur les biomarqueurs de la MA suggéerent un lien entre SAOS, charge amyloide et
protéine Tau. L’étude longitudinale sur la base de données ADNI (Alzheimer's Disease
Neuroimaging Initiative) a quant a elle montré que les sujets atteints d’'un SAOS présentent une
charge AP, visualisée par TEP-amyloide, plus importante accompagnée d’une diminution du
peptide A4 et d’une augmentation de t-Tau et p-Tau dans le LCR (Bubu et al., 2019). Les

biomarqueurs neuropathologiques retrouvés dans le LCR, le plasma et I’analyse de I'imagerie
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TEP, ne sont que partiellement concordants dans les stades précoces de la MA et dans le SAOS,
mais certains problémes méthodologiques peuvent encore étre a 1'origine de ces résultats
disparates (Kinugawa et al., 2023). La question de savoir si le dépistage et le traitement du
SAOS pourraient avoir un impact positif sur les niveaux des biomarqueurs de la MA et ralentir
ou méme prévenir la démence incidente reste a élucider.

Le SAOS peut également favoriser la progression de la MA en amplifiant le
dysfonctionnement cérébral via ’augmentation du stress oxydant et en perturbant le sommeil
qui entraine le ralentissement de la clairance des métabolites comme A3 du liquide interstitiel

vers le LCR (Daulatzai et al., 2013 ; Ju et al., 2016).

Le SAS pourrait donc globalement contribuer et accélérer le déclin cognitif via I'I’HI
chronique et la fragmentation du sommeil. L’étude qui a fait I’objet de cette thése s’est focalisée

sur I’'une de ces deux composantes : I’hypoxie intermittente.

8. Hypoxie intermittente

Bien que la fragmentation du sommeil puisse contribuer aux conséquences induites par
le SAS, la majorité des études expérimentales consideére I’HI chronique comme le principal
facteur entrainant les dysfonctionnements liés a ce syndrome (Dewan et al., 2015). Pour
reproduire I’HI induite par un SAS, des protocoles sur des modeles murins ont été mis en place ;
ils reposent sur des cycles répétés de variation d’oxygene au sein de chambres hermétiques
(Sforza et al., 2016). Les animaux vont subir des variations de la fraction inspirée en oxygene
(FiO2) de manicre chronique pendant leur phase de sommeil. En fonction des diverses études,
la durée et le nombre de cycles, la variation du taux d’oxygene, la durée totale de 1’expostion a
I’HI peuvent étre différentes et entrainer des réponses divergentes. Dans le cadre de ce projet,
seules les études incluant une HI chronique modérée a sévere avec des cycles de FiO2 de 30 a
90 sec, allant de 21 a 5-10% et entrainant une saturation en oxygene de 60 a 80%, seront
abordées. Ce modele se rapproche au mieux des oscillations cycliques de désaturations liées au
SAS sévere et refléte les aspects cliniques dont I’hypertension et les atteintes cérébrales (Sforza
etal., 2016).

L’oxygéne est indispensable au maintien du métabolisme et de la production d’énergie
des organismes aérobies. Chez I’Homme, le cerveau est I’organe le plus dépendant a 1I’oxygéne.
Sa consommation représente environ 20% de I’oxygene total absorbé par le corps. Il nécessite

un apport permanent qui le rend extrémement vulnérable a I'hypoxie (Si/ver et Erecinska, 1998).
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Les réponses adaptatives mises en place lors d’une hypoxie sont notamment initiées par des
molécules de signalisation telles que les ROS et les facteurs inductibles par 1I’hypoxie (HIF).
Ces derniers constituent le régulateur central de I’hypoxie.

Trois isoformes d’HIF ont été identifiées parmis lesquelles, HIF-1, qui joue un rdle
prépondérant dans la réponse a I’hypoxie. Il est composé de deux sous unités o et [3; HIF-1f3 est
exprimé de maniere constitutive dans toutes les cellules mais ne répond pas aux variations des
niveaux d’oxygene, tandis que HIF-1a répond a I’hypoxie et s’accumule dans les cellules. Dans
des conditions de normoxie, HIF-1a est hydroxylé par des prolyl-hydroxylases (PDH). Cette
modification permet leur interaction avec les protéines Van Hippel-Lindau (VHL), ce qui
favorise leur poly-ubiquitinylation par I’ubiquitine ligase E3 puis leur dégradation par le
protéasome (Sharp et al., 2004). Lorsque 1’oxygéne se raréfie, HIF-1a est stabilisé, pénetre
dans le noyau et opére une dimérisation avec HIF-1[3. Les hétérodimeres se fixent alors sur les
¢léments sensibles a I’hypoxie (HRE) au niveau des promoteurs des genes régulés par HIF,
dont les enzymes glycolytiques, les transporteurs de glucose, le vascular endothelial growth
factor (VEGF), I’érythropoiétine (EPO). L’expression génique qui en découle initie un
remodelage moléculaire visant a réduire d’une part les besoins cellulaires en oxygéne par le
biais de ’augmentation de la capacité glycolytique et de 1’angiogenése, d’autre part la mort
cellulaire induite par I’hypoxie et de I’inflammation (A/mohanna et Wray, 2018) (Figure 25).
Le retour a des niveaux physiologiques en oxygeéne entraine une réoxygénation des tissus
générant la production de ROS. C’est pourquoi, des cycles d’HI chronique et sévére provoquent
un stress oxydatif, des dommages qui en découlent, un dysfonctionnement mitochondrial et

I’activation de la NO synthase inductible (iNOS) (Eisele et al., 2015 ; Manukhina et al., 2006).
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Figure 25 : Signalisation d’HIF-1 dans des conditions de normoxie et d’hypoxie

En normoxie, les prolyl-hydroxylases (PHD) sensibles a 1’oxygene hydroxylent HIF-1a entrainant sa
dégradation par le protéasome via son interaction avec des protéines Van Hippel-Lindau (VHL). En
hypoxie, une fois transloqué dans le noyau, HIF-1a s’associe avec HIF-1f permettant la transcription
de génes impliqués dans 1’angiogenese, la prolifération cellulaire, la survie cellulaire, des adaptations
métaboliques, la formation de métastases et la résistance thérapeutique aux cancers (Jawad et al., 2023).

Il est important de noter que plusieurs études ont démontré qu’un entrainement a un
environnement hypoxique pendant 1’éveil serait bénéfique en ayant des effets cardioprotecteurs
et en améliorant les capacités cognitives par le biais de la diminution de I’inflammation et de la
charge amyloide (Correia et al., 2021 ; Ryou et al., 2021 ; Wang et al., 2023 ; Yue et al., 2021 ;
Manulkhina et al., 2016). Dans I’HI, il semblerait que ce soient les cycles d’hypoxie et surtout
de réoxygénation qui soient néfastes pour I’organisme pendant le sommeil, en particulier pour

I’hippocampe.

Intermittent hypoxia conditioning Chronic intermittent hypoxia

| Oxidative stress |

— Inflammation |¢—————
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Figure 26 : Effets bénéfiques et néfastes de ’hypoxie intermittente dans le SNC

Les protocoles d’hypoxie intermittente chronique et sévere favorisent les processus neurodégénératifs
tandis qu’un conditionnement a I’hypoxie intermittente augmente la résistance aux agressions
hypoxiques favorisant des effets neuroprotecteurs (Burtscher et al., 2021).
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a) Hypoxie intermittente chez les rongeurs

Différentes études menées chez le rongeur ont montré que 1’HI chronique entraine une
atteinte principalement hippocampique caractérisée par une augmentation de 1’inflammation,
de la densité microgliale et de 1’apoptose couplée a une diminution de la neurogenése.

Les rongeurs soumis a I’HI présentent également un déficit des performances cognitives
accompagné par une altération de la plasticité synaptique. Chez de jeunes souris males
C57Bl/6J, agées de 30 jours a 12 semaines, soumises a une HI chronique, 1’évaluation des
performances cognitives impliquant I’hippocampe a montré une altération de la mémoire
spatiale et de la mémoire de travail, ainsi qu’une détérioration de la potentialisation a long terme
(LTP) en phase précoce et tardive (Deng et al., 2015 ; Gong et al., 2020 ; Payne et al., 2004 ;
Shan et al., 2007 ; Xie et al., 2010 ; Xu et al., 2015). L’HI a également altéré les performances
lors de I’acquisition de la tache cognitive spatiale dans la piscine de Morris que ce soit chez de
jeunes rats Sprague-Dawley ou des rats agés, probablement en lien avec 1’altération de la LTP
particulierement retrouvée dans la région CA1 (Gozal et al., 2001 et 2003 ; Mur et al., 2014).
Cette détérioration de la LTP li¢e a I’HI pourrait s’expliquer par une diminution de la densité
synaptique en particiculier des épines de types « mushrooms », des épines matures et stables de
I’hippocampe associ¢ a une diminution de I’expression du géne codant pour la protéine
postsynatpique 95 (PSD95) (Xu et al., 2015).

Par ailleurs, I’HI agit négativement sur la neurogenese en induisant un défaut de
maturation des cellules progénitrice neuronales et en diminuant le nombre de nouveaux
neurones immatures dans le gyrus denté (K/uu et al., 2019).

L’HI chronique a induit I’expression de médiateurs pro-inflammatoires (TNFa, IL1f,
IL6, CCLS5) ainsi que I’activation des cellules microgliales, notamment au sein de
I’hippocampe, région cérébrale sensible aux variations d’oxygene (Deng et al., 2015 ; Gong et
al., 2020, Sapin et al, 2015). Plus précisément, Sapin et al., ont montré que la
neuroinflammation de bas grade induite par I’HI se localise dans la partie dorsale de
I’hippocampe (Sapin et al., 2015). De plus, une autre étude s’intéressant aux cellules
immunitaires du SNC, a montré que les microglies corticales soumises a une HI expriment de
maniére accrue TNFa et IL1B (Smith et al., 2013).

L’HI chronique chez les souris sauvages entraine une augmentation de I’apoptose et du
stress oxydant via la diminution de la superoxyde dismutase, I’augmentation de I’oxydation des
protéines, la péroxydation des lipides et la production de ROS (Deng et al., 2015 ; Shan et al.,

2007 ; Xu et al., 2004 et 2015). Ceci a pu €tre confirmé par I’administration d’un antioxydant,
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la pinocembrine, permettant de diminuer la neuroinflammation et la cytoxicité médiée par I’HI,
en inhibant I’'inflammasome NLRP3 et en activant la mitophagie. Ce traitement a méme été
suffisant pour rétablir la cognition des souris (Gong et al., 2020).

Par ailleurs, I’apoptose touche particuliérement la partie CA1 de I’hippocampe de rats
soumis a I’HI (Xu et al., 2004) ainsi qu’au sein de neurones corticaux de souris sauvages (Gozal/
et al., 2003). Dans cette derniere étude, une diminution de 1’activité du protéasome a également
été retrouvée dans cette région du cerveau (Gozal et al., 2003).

Globalement, I’HI chronique a des effets néfastes sur le cerveau des rongeurs, en
particulier au niveau de I’hippocampe. En induisant de I’apoptose, du stress oxydant et de
I’inflammation pouvant entrainer des altérations au niveau de la neurogenése et de la plasticité

synaptique, elle peut aboutir a des déficits cognitifs.

[Effets de I’hypoxie intermittente chez des rongeurs : h
»  Déficits cognitifs dépendant de I’'hippocampe
e Détérioration de la potentialisation a long terme
e Altération de la neurogenese
* Augmentation de I'apoptose
*  Augmentation du stress oxydant
*  Neuroinflammation de bas grade :
- Expression de médiateurs pro-inflammatoires
- Activation des cellules microgliales
o J

b) Hypoxie intermittente et rongeurs modeles de la maladie d’ Alzheimer

Les effets de I’HI chronique ont également été étudiés dans des modeles murins de la
MA. Cependant, les conclusions divergent en fonction du modéle et du protocole utilisé. De
plus, les études s’intéressant au lien entre I’HI chronique et la MA ne sont que trés récentes,
rendant le nombre actuel de publication assez restreint.

Chez les souris 3xTgAD, I’HI a entrainé¢ 1’augmentation du ratio Af342/40 dans les tissus
cérébraux sans affecter I’expression d’HIF-1a, ni les performances cognitives dans le test de la
piscine de Morris (Shiota et al., 2013). Dans le modele APP/PS1, une astrogliose a été induite
par I’HI sans favoriser la charge amyloide (Macheda et al., 2019).

Kazim et al., ont récemment mené une étude sur I’effet de ’HI chronique sur la
cognition, la tauopathie et les modifications du génome chez de jeunes souris P301S, de 4 mois,
en comparaison avec des souris WT soumises au méme protocole (Kazim et al., 2022). 1ls ont
montré que I’HI induit I’augmentation des niveaux de t-Tau et p-Tau et exacerbe les déficits

cognitifs, selon le test de reconnaissance d’objet, ainsi que la plasticité synaptique a court et
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long terme chez les souris P301S. L’exposition a I’HI chronique a modifié¢ I’expression d’un
nombre important de geénes impliqués dans les dysfonctions mitochondriales, la
phosphorylation oxydative, la signalisation Wnt/B-caténine, ERKS5 (extracellular signal-
regulated kinase 5) et les sirtuines. Ces modifications sont exacerbées chez les souris modeles

de MA et pourraient aggraver la physiopathologie.

e 2
Effets de I’hypoxie intermittente chez des rongeurs modeéles de maladie d’Alzheimer :

*  Augmentation du ratio Af4y/40

*  Augmentation de t-Tau et p-Tau

*  Astrogliose

*  Exacerbation des déficits cognitifs

* Exacerbation des dysfonctionnements mitochondriaux

Cet état de 1’art montre I’importance de comprendre le role du SAS, notamment de sa
composante HI, dans la physiopathologie de la MA. En absence de traitement efficace,
identifier et traiter les facteurs de risque pouvant favoriser la progression de la MA représente
une stratégie prometteuse pour retarder, voire contrecarrer 1’apparition des symptomes.
Actuellement, le lien entre les troubles du sommeil et la MA n’est pas clairement établi.
Cependant, ces deux pathologies ont en commun a un important facteur de risque, le

vieillissement.
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Chapitre 3
VIEILLISSEMENT
ET
SENESCENCE CELLULAIRE
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I. Définitions du vieillissement

Le vieillissement est un processus physiologique complexe et multifactoriel caractérisé par
I’apparition progressive de dysfonctionnements au cours du temps, conduisant a la perte de
I’intégrité physiologique chez la plupart des étres vivants. Chez I’Homme, il n'existe pas de
personne agée "type". Certains octogénaires ont des capacités physiques et mentales
comparables a celles de personnes agées d’une vingtaine d’années. D'autres déclinent
brutalement bien avant d’avoir atteint 80 ans. C’est pourquoi, il existe d’ailleurs plusieurs

définitions pour considérer une personne comme agée :

- L’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) et la loi frangaise d'adaptation de la société
au vieillissement qualifient de « agées » les personnes de 60 ans et plus, sans évoquer
l'age de la retraite, qui est un marqueur sociétal fort (5lanchet, 2017)

- L’Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques (INSEE), I'Office
Statistique de 1'Union Européenne (Eurostat) et 1’Agence Nationale de Sécurité
Sanitaire de I'Alimentation, de 1'Environnement et du Travail (Anses), ainsi que la base
de données PubMed, fixent le seuil d’entrée dans la catégorie des personnes agées a 65
ans

- L'enquéte européenne sur la santé, le vieillissement et la retraite en Europe se concentre
pour sa part sur les Européens agés de 50 ans et plus (SHARE)

- Plus récemment, I'OMS a défini une personne agée comme une personne ayant dépassé

l'espérance de vie a la naissance (OMS, 2017)

Quelle que soit la définition, elle désigne une catégorie de personnes qui ne cesse de
croitre a I’échelle mondiale. A tel point que I’on évoque aujourd’hui une population vieillissante
comme le nombre de personnes de plus de 60 ans ayant dépassé celui des enfants de moins de
5 ans dans la plupart des pays a revenu élevé ainsi que dans certains pays a faible revenu.
L’amélioration des conditions de vie a permis d’augmenter considérablement I’espérance de
vie. En 2022, selon I’INSEE, elle a atteint une moyenne de 82,4 ans (85,2 ans pour les femmes
et 79,3 ans pour les hommes) en France et de 80,1 ans en Europe. A 1’échelle mondiale, d’apres
I’OMS, d’ici 2030 une personne sur six dans le monde atteindra au moins 60 ans et les plus de
60 ans devraient représenter 2,1 milliards de personnes en 2050.

Vieillir en « bonne santé » est I'un des objectifs actuels des populations et d’institutions

comme 1’OMS qui a mis en place un plan d'action intitulé "Décennie du vieillissement en bonne
q p p
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santé 2020-2030". Car, méme si le vieillissement n’est pas considéré comme une maladie mais
comme un ensemble de déréglements qui s’installent graduellement dans les cellules jusqu’a se
répercuter sur les organes, il conduit a la vulnérabilité et au développement de nombreuses
pathologies liées a 1’age telles que les maladies cardiovasculaires, les cancers, les maladies

neurodégénératives ou encore les troubles du sommeil.

Le vieillissement débute tres tot dans la vie d’un individu et on consideére que I’ensemble
des systemes physiologiques ne serait dans un état optimal qu’une trentaine d’années apres
lesquelles des altérations lentes et progressives apparaissent. Cependant, le vieillissement peut
étre aussi bien accéléré que ralenti par le parcours de vie de la personne (Carmona et Michan,
2016). En effet, une bonne hygie¢ne de vie couplée a de bonnes conditions environnementales
peut retarder I’apparition des caractéristiques du vieillissement sans toutefois interrompre son
avancée inéluctable. De plus, sur le plan interindividuel, ce processus peut se manifester avec
de fortes différences évaluables selon des « critéres de fragilité » mais pouvant rendre parfois
difficile la distinction entre vieillissement physiologique et vieillissement pathologique
(Hultsch et al., 2002). En raison de la variabilité du vieillissement, un concept d'age biologique
différent de 1'age chronologique est apparu. Alors que 1'dge chronologique ne refléte que le
temps écoulé depuis la naissance, I'dge biologique se rapporte a un large éventail de fonctions
physiques, physiologiques, cognitives et a leur maintien, toutes dépendantes de processus
moléculaires et cellulaires (OMS, 2015). Mais, a I’heure actuelle, il est encore difficile de
formuler une définition universelle du vieillissement normal. Au cours du temps, I’intégralité
de I’organisme va subir des modifications différentielles, notamment au niveau cérébral, cutané,
oculaire, locomoteur, cardiaque, pulmonaire, digestif et urologique, conduisant a des troubles

fonctionnels (Nie et al., 2022 ; Oh et al., 2023).

II. Vieillissement biologique

Dans le contexte biologique, le vieillissement est induit par de nombreuses voies
biologiques et génétiques. Il se caractérise par I’accumulation d’événements inévitables qui
détériorent les fonctions des organes, augmentant ainsi les risques de développer des
pathologies liées a 1’age et de décéder (Li ef al, 2021). Cette définition, au premier abord
simpliste, s’est enrichie au cours des années avec I’avancement des technologies d’analyse. Plus

de trois cents « théories du vieillissement », s’appuyant sur les mécanismes génétiques ou la
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modélisation mathématique, ont été proposées pour essayer d’expliquer le vieillissement
(Medvedev, 1990). Ces théories peuvent étre répertoriées dans deux catégories distinctes mais
non exclusives mutuellement. L une repose sur un vieillissement programmé tandis que 1’autre
regroupe les événements entrainant une accumulation de dommages d’origines diverses
(Sergiev et al., 2015).

L’étude des mécanismes du vieillissement constitue un axe de recherche relativement
récent, soulevant continuellement questions et débats sur le paradigme causal du vieillissement.
En 2013, Lopez-Otin et al., ont proposé neuf caractéristiques du vieillissement, étendues a
douze, dix ans plus tard (Figure 27) (Lopez-Otin et al., 2013 et 2023). Chaque caractéristique
répond a trois critéres : elle se manifeste au cours du vieillissement normal, son aggravation
expérimentale accélere le vieillissement, son amélioration expérimentale par intervention
thérapeutique retarde/arréte/inverse le processus normal de vieillissement et, par conséquent,
augmente la durée de vie en bonne santé.

Ces douze caractéristiques du vieillissement sont étroitement liées les unes aux autres
et sont subdivisées en trois catégories : primaire, antagoniste et intégrative (Lopez-Otin ef al.,
2023). La catégorie primaire inclut 1’instabilit¢ génomique, Dattrition des télomeéres, les
altérations épigénétiques, la perte de protéostasie et la diminution de la macroautophagie.
L’instabilité¢ génomique est considérée comme 1’un des principaux moteurs du vieillissement
(Chowetal., 2015). La catégorie antagoniste regroupe la sénescence cellulaire, les dysfonctions
mitochondriales et la détection dérégulée de nutriments. Les caractéristiques de cette catégorie
sont en premier lieu des réponses compensatoires ou antagonistes aux dommages primaires,
mais elles peuvent elles-mémes devenir déléteres. Enfin, la catégorie intégrative rassemble la
dysbiose, 1’inflammation chronique, les altérations de la communication intercellulaire et
I’épuisement des cellules souches. Ces derniers phénomeénes résultent des atteintes cumulatives

induites par les dommages primaires et antagonistes.
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Figure 27 : Caractéristiques du vieillissement (Ldpez-Otin et al., 2023)

Le symposium « New Hallmarks of Ageing » qui s’est tenu en 2022 a mis en évidence
cing nouvelles caractéristiques pouvant s’ajouter aux neuf caractéristiques de Lopez-Otin et al.,
soit deux de plus que celles décrites ci-dessus (Schmauck-Medina et al, 2022). A la
perturbation de 1’autophagie et du microbiome et de I’inflammation chronique, ce sont ajoutées
la dérégulation des processus de maturation des ARN et les altérations des propriétés
mécaniques des cellules.

Les douze caractéristiques du vieillissement décrites par Lopez-Otin et al., sont décrites

succinctement dans les paragraphes suivants. La sénescence cellulaire, qui fait I’objet d’étude

durant ce travail de these, sera développée plus longuement.

1. Instabilité génomique

Le maintien du génome et la réparation des erreurs de réplication de ’ADN sont

cruciaux pour I’intégrité cellulaire. Pourtant, I’ ADN est continuellement menacé par une variété
d’agents physiques, chimiques et biologiques qui perturbent 1’homéostasie cellulaire et
entrainent une instabilité du génome (Hoeijmakers, 2009). De plus, avec le vieillissement, des

dommages génétiques tels que des mutations ponctuelles, des translocations, des gains ou des
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pertes chromosomiques ainsi qu'un raccourcissement des télomeres, s’accumulent
progressivement (Moskalev et al., 2012).

Un important réseau de mécanismes de réparation permet de minimiser les 1ésions de
I’ ADN pour maintenir sa stabilité (Lord et Ashworth, 2012). Cependant, la réparation de I’ADN
devient moins efficace au cours du temps, ce qui contribue a ’accumulation de dommages
génomiques et donc au vieillissement et aux pathologies liées a 1’age (Chen et al., 2020). Des
altérations au niveau de la lamina nucléaire, qui intervient dans 1’organisation de la chromatine
dans le noyau, peuvent également générer une instabilité du génome tout comme des mutations

de I’ADN mitochondrial (Kauppila et al., 2018 ; Shin et Worman, 2022).

2. Attrition des télomeéres

Les télomeres composent les extrémités des chromosomes linéaires. Ils sont associés a
une structure mutiprotéique (shelterin ou télosome) afin de les protéger et qu’ils ne soient pas
reconnus comme des dommages a ’ADN. Les séquences répétitives d’ADN télomérique,
constituées de motifs « TTAGGG », ne contiennent pas de genes et servent notamment a
préserver l’intégrité du patrimoine génétique. Les ADN polymérases réplicatives étant
incapables de répliquer la totalité des extrémités chromosomiques linéaires (Sarerzki, 2018), au
cours des cycles cellulaires qui s’enchainent, la longueur des télomeéres diminue
progressivement jusqu’a atteindre une taille critique qui va déclencher des voies de
signalisation, notamment celle de la réponse a I’ADN endommagé (DDR) (Gilson et Géli,
2007). L’activation des voies dépendantes de p53 aboutissent a plusieurs processus comme la
réparation de I’ADN, I’arrét du cycle cellulaire entrainant ainsi la sénescence, ou I’apoptose (L:
etal., 2013). (Figure 28). Dans la plupart des cellules somatiques de mammifére, contrairement
aux cellules souches embryonnaires, ’attrition des télomeres est due a I’absence d’expression
de ’enzyme de la télomérase, une ribonucléoprotéine nécessaire au maintien de la longueur des
télomeres. Ce raccourcissement des télomeres dans les cellules somatiques est directement
corrélé a la sénescence réplicative. Cette érosion télomérique est un phénomene observé au

cours du vieillissement physiologique (Z/1u et al., 2019).
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Figure 28 : Attrition des téloméres et télomérase

Les extrémités des chromosomes possedent des séquences de bases répétées appelées télomeres qui se
raccourcissent a chaque cycle de réplication lors des divisions cellulaires. La télomérase est une enzyme
qui a la capacité de maintenir la longueur des télomeéres et donc de protéger les cellules d'un stress
réplicatif (Vaiserman et al., 2021).

3. Altérations épigénétiques

Les changements épigénétiques qui contribuent au vieillissement sont nombreux et
incluent des modifications de méthylation de I’ADN et des histones ainsi qu'un remodelage de
la chromatine (Kane et Sinclair, 2019). Ces changements peuvent étre régulés par de nombreux
systtmes enzymatiques tels que les ADN méthyltransférases, les histones
acétylases/désacétylases/déméthylases ou encore les complexes protéiques impliqués dans le
remodelage de la chromatine. Avec I’age, les changements au niveau de la méthylation de
I’ADN consistent souvent en une hypométhylation a I’exception de certains locus comme les
genes suppresseurs de tumeurs qui s’averent hyperméthylés (Kane et Sinclair, 2019). Des
horloges épigénétiques fondées sur des signatures de méthylation de I’ADN sur des sites
spécifiques ont été proposées pour prédire 1’age chronologique et le risque de mortalité (//agner
etal., 2019).

Les modifications post-traductionnelles des histones sont également étroitement liées
au vieillissement. Ainsi, des changements d’expression de ’acétylation et de la triméthylation
de certaines histones ont été retrouvés dans des fibroblastes issus de sujets agés. Ces
modifications peuvent alors entrainer des changements transcriptionnels, une perte de
I’homéostasie cellulaire et un déclin métabolique (/an et Brunet, 2012).

Des modifications épigénétiques surviennent au cours du vieillissement, en particulier

celles qui affectent le remodelage de la chromatine. Elles vont entrainer une redistribution de

-79-



I’hétérochromatine et une dérégulation des processus de réparation de I’ADN (Swer et al.,
2021). Au cours du vieillissement, les changements épigénétiques sont également associés a la
modulation des niveaux d’expression de certains geénes affectant les processus inflammatoires,

la fonction mitochondriale ou le repliement des protéines.

4. Perte de protéostasie

La protéostasie ou homéostasie protéique correspond a une situation d’équilibre entre la
syntheése et la dégradation des protéines. Elle est finement régulée par les ribosomes, les
protéines chaperonnes, les protéasomes, les lysosomes, les ubiquitines ligases ou encore les
différents systémes d’autophagie (/rankowska et al, 2022). Cet équilibre est essentiel a
I’organisme. Cependant, au cours du vieillissement, une perte progressive de I’homéostasie des
protéines et de I’efficacité des systémes de dégradation va conduire a 1’accumulation de
protéines mal repliées, oxydées, glyquées, ubiquitinylées ou incomplétes et bien souvent a la
formation d’agrégats (Chondrogianni et al., 2014 ; Klaips et al., 2018). Ces altérations peuvent

contribuer au développement de certaines pathologies liées a 1’age.

5. Altération de la macroautopahgie

La macroautophagie est la voie principale d’autophagie. Elle s’opére via la séquestration
du matériel cytoplasmique dans les autophagosomes dont la fusion avec les lysosomes permet
la digestion du contenu luminal. Ce processus participe au renouvellement des organites
cellulaires, notamment les mitochondries (mitophagie), et a la dégradation de protéines, de
macromolécules non protéiques et d’agents pathogeénes (Levine et Kroemer, 2019). 11 permet
ainsi de contrdler la qualité du cytoplasme, le métabolisme cellulaire et I’immunité.

Au cours du temps, la macroautophagie décline progressivement affectant 1’ensemble
de ses fonctions essentielles. La diminution de la capacité d’autophagie peut donc participer a
I’accumulation d’agrégats protéiques et d’organites altérés, a une élimination réduite des agents
pathogénes et a wune inflammation accrue (7abibzadeh, 2023). L’altération de la

macroautophagie peut favoriser le développement et I’aggravation des maladies liées a I’age.
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6. Dérégulation de la détection des nutriments

Les nutriments apportés par I’alimentation peuvent avoir des effets importants sur
I’ensemble de I’organisme, aussi bien bénéfiques que néfastes. En effet, une suralimentation
prolongée accélere le vieillissement tandis que la restriction calorique favorise la longévité
(Lopez-Otin et al., 2016). Les voies de détection des nutriments participent a I’homéostasie
cellulaire en réponse aux besoins nutritionnels de 1’organisme. Cette détection implique
notamment 1’axe somatotrope via la voie de signalisation de I’insuline et du facteur de
croissance analogue a l'insuline 1 (insuline/IGF-1). Activée en réponse a I’augmentation du
glucose circulant, cette voie engendre une cascade de signalisation (Barzilai et al., 2012). La
voie insuline/IGF-1 débute par 1’activation de la kinase PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)
qui permet le recrutement de I’AKT (sérine/thréonine kinase) phosphorylée et activée par la
PDK-1 (phosphoinositide kinase 1). L’AKT peut phosphoryler des facteurs de transcription
impliqués dans des mécanismes de réponse aux stress et dans ’activit¢ de la voie mTOR
(mechanistic/mammalian target of rapamycin) qui stimule les voies de la croissance, la
prolifération cellulaire et la synthése protéique (Liu et Sabatini, 2020). La dérégulation de cette
voie de détection peut donc induire une signalisation anabolique excessive, une inflammation
accrue et une inhibition de I’autophagie. C’est pourquoi I’inhibition de la voie insuline/IGF-1
provoque une augmentation de la longévité. L’utilisation d’un anticorps monoclonal du
récepteur d’IGF-1 (IGF-1R) chez des souris dgées a permis d’augmenter leur longévité en
diminuant notamment I’inflammation et la fibrose cardiaque (Mao et al., 2015). Cette
augmentation de durée de vie a également été rapportée chez des souris hétérozygotes knock-
out pour I’IGF-1R qui ont vécu quelques mois de plus que des souris sauvages homologues
(Holzenberg et al., 2003). Dans ces deux études, 1’inhibition de la voie insuline/IGF-1 a
davantage amélioré la longévité des femelles que celle des males. Les autres senseurs des
nutriments impliquent la voie de I’AMPK (AMP-activated protein kinase) et celle des sirtuines,

toutes les deux impliquées dans la longévité (Barzilai et al., 2012).
7. Dysfonctionnement mitochondrial
Les mitochondries jouent un rdle majeur dans la cellule. Elles participent au
métabolisme énergétique, a la signalisation calcique, a la production de ROS et aux processus

de sénescence et d’apoptose. Ces organites possédent leur propre processus de réplication de

leur ADN. Avec le vieillissement, la fonction mitochondriale se détériore, en partie, suite a
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I’accumulation de dommages dans I’ADN mitochondrial, la déstabilisation des complexes de
la chaine respiratoire, la dérégulation des systémes antioxydants mitochondriaux ainsi que du
ralentissement de leur renouvellement (Green ef al., 2011). L’altération des mitochondries va
conduire & un déficit bioénergétique cellulaire, une production accrue de ROS, une
perméabilisation des membranes mitochondriales pouvant conduire a une activation de
I’inflammasome voire a la mort cellulaire (Lopez-Otin et al., 2021). De plus, la mitophagie et
la biogenése mitochondriale, qui interviennent dans le controle qualité des mitochondries,
diminuent avec le vieillissement, ce qui peut conduire a I’accumulation de mitochondries

endommagées dans les cellules et les tissus (Szklarczyk et al., 2014).

8. Epuisement des cellules souches

Les fonctions de quiescence, d'auto-renouvellement/prolifération et de différenciation
des cellules souches adultes sont régulées par leurs interactions avec un micro-environnement
local et spécialisé appelé « niche ». Elles participent ainsi au processus de réparation et de
cicatrisation en remplacant les cellules endommagées (Clevers et Watt, 2018). Au cours du
temps, I’organisme nécessite une réparation tissulaire de plus en plus importante, ce qui épuise
les capacités régénératrices et prolifératrices des cellules souches (Guo et al., 2022). En effet,
Iattrition télomérique, les dommages a I’ADN, les dérégulations épigénétiques et
I’inflammation chronique de bas grade vont conduire a I’épuisement du pool de cellules
souches. L’exemple le plus étudié est celui des cellules souches hématopoiétiques impliquées
dans I’hématopoiese ; celle-ci diminue avec I’age, affectant la production des cellules

immunitaires adaptatives (Mejia-Ramirez et Florian, 2019).

9. Communication intercellulaire altérée

Le vieillissement est associ¢ a des altérations progressives de la communication
cellulaire. La signalisation cellulaire peut se faire par différentes voies endocrines, neuronales,
neuroendocrines, par des échanges de facteurs solubles libres ou contenus dans des vésicules,
ainsi que par des signaux inflammatoires (Lopez-Otin et al., 2023). Une communication entre
cellules voisines ou trés ¢éloignées est notamment assurée par des facteurs circulants. La
dérégulation des voies de signalisation cellulaire, dont celle de I’insuline/IGF-1, est liée au
vieillissement et a I’inflammation et affecte les propriétés mécaniques et fonctionnelles de tous

les tissus (Fafian-Labora et al., 2020).
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10. Inflammation chronique

L’inflammation est le corollaire de toutes les autres caractéristiques du vieillissement.
Elle augmente donc graduellement au cours du temps, amenant a un état d’inflammation
chronique. En effet, les concentrations circulantes de biomarqueurs pro-inflammatoires tels que
les cytokines, chimiokines ou la CRP, marqueur de I’inflammation chronique augmentent au
cours du temps (Giunta et al., 2022). Cette inflammation induite progressivement et couplée a
une diminution des fonctions immunitaires et de la réparation tissulaire, favorise I’inflammation

systémique et, indirectement, la détérioration tissulaire (Carrasco et al., 2022).

11. Dysbiose

Le microbiome intestinal joue un role essentiel dans le maintien des conditions
physiologiques nécessaires au fonctionnement de 1’organisme grace a la digestion et a
I’absorption des nutriments, la protection contre les agents pathogénes et la production de
métabolites, dérivés d’acides aminés et d’acides gras essentiels (Ghosh et al, 2022). Le
vieillissement est li¢ & un déséquilibre du microbiome intestinal induisant une dysbiose qui va
affecter ’ensemble de 1’organisme (Lopez-Otin et al., 2021). Le microbiome intestinal est
¢galement capable d’interagir avec des organes, dont les systémes nerveux central et
périphérique via 1’axe intestin-cerveau. Des liens entre dysbiose et maladies
neurodégénératives, dont la MA, émergent fortement ces derniéres années (Molinero et al.,

2023).

12. Sénescence cellulaire

La sénescence cellulaire est un état cellulaire qui s’installe en réponse a une variété de
stress aussi bien aigus que chroniques (Gorgoulis et al., 2019). Cet état est caractérisé par de
nombreux biomarqueurs incluant un arrét de prolifération et un phénotype sécrétoire pro-
inflammatoire. Le nombre de cellules sénescentes augmente avec le vieillissement et participe
donc de manicre néfaste aux pathologies liées a I’age. La sénescence cellulaire est un processus

trés complexe qui sera détaillé dans la partie suivante.
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III. Sénescence cellulaire

1. Historique et définition

La sénescence cellulaire est un état cellulaire complexe décrit pour la premicre fois en
1961 par Leonard Hayflick et Paul Moorhead lorsqu’ils ont remarqué qu’une lignée de
fibroblastes humains, atteignait en culture une limite réplicative avec un nombre maximal de
divisions cellulaires d’environ 50 cycles, suggérant ainsi 1’existence d’une « horloge
mitotique » appelée « limite de Hayflick » (Hayflick et Moorhead, 1961). C’est plus d’une
dizaine d’années plus tard qu’Aleksei Matveievitch Olovnikov proposa que ce phénomene
puisse étre di a Dattrition des télomeéres au fil des divisions, lors de la réplication des
chromosomes (Olovnikov, 1973). Par la suite, il a été¢ suggéré que cette érosion télomérique,
reconnue par les cellules comme une altération de I’ADN, entraine une réponse au stress
génotoxique conduisant a un arrét stable des divisions cellulaires et donc a une « sénescence
réplicative » (Stein et Duli¢, 1995) (Figure 29). De nombreuses études ont montré que le
processus de sénescence était retrouvé dans plusieurs types cellulaires et qu’il était impliqué
aussi bien dans le développement embryonnaire, le cancer, le vieillissement que dans la

physiopathologie de nombreuses maladies (Childs et al., 2015).
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Figure 29 : Sénescence due aux dommages engendrés par P’attrition des téloméres

A. Les atteintes au niveau des téloméres déclenchent une réponse transitoire aux dommages a I’ADN
qui n’est pas toujours suffisante pour induire la sénescence cellulaire. Cependant, des dommages a
I’ADN irréparables et persistants provoquent une réponse prolongée aux dommages a I’ADN pouvant
déclencher la mise en place d’un état de sénescence cellulaire et une inflammation chronique.

B. Dans les tissus en prolifération, ’attrition des téloméres au cours des divisions cellulaires finit par
déclencher une réponse aux dommages a I’ADN. Dans les tissus post-mitotiques, le dysfonctionnement
des télomeres peut étre induit par des dommages irréparables sur I’ADN. Dans les deux cas, cela peut
entrainer un arrét du cycle cellulaire et activer un phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP)
(Rossiello et al., 2022).
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Initialement, la sénescence cellulaire est caractérisée par un arrét essentiellement
irréversible et stable du cycle cellulaire associé a des changements morphologiques,
physiologiques et a I’expression d’un sécrétome pro-inflammatoire. Contrairement aux cellules
quiescentes, qui sortent du cycle et sont maintenues en phase GO, les cellules sénescentes

maintiennent une importante activité métabolique (Campisi et Adda di Fagagna, 2007).

Ces derniéres sont identifiables a 1’aide de biomarqueurs mais aucun n’est spécifique. Il
est donc nécessaire de disposer d’une combinaison de plusieurs d’entre eux pour caractériser
cet état cellulaire. De plus, certains de ces biomarqueurs sont communs a d’autres processus et
peuvent varier en fonction du type cellulaire et du stress inducteur de la sénescence. Des
biomarqueurs ont ¢été retrouvés au niveau de cellules post-mitotiques telles que les
cardiomyocytes, les ostéocytes ou les neurones matures (Sapicha et Mallette, 2018). On parle
alors de sénescence prématurée ou de sénescence induite par un stress aigu ou chronique

pouvant avoir de multiples déclencheurs aussi bien intrins€éques qu’extrinseéques.
2. Caractéristiques générales des cellules sénescentes

Les cellules sénescentes sont hétérogeénes et ne se limitent pas uniquement a un arrét de
la prolifération. D’autres caractéristiques ont ét¢ identifiées telles que : un phénotype sécrétoire
associ¢ a la sénescence (SASP), des dysfonctionnements d’organites, des changements
épigénétiques, des dommages a I’ADN, des altérations de I’homéostasie protéique, une
résistance a 1’apoptose et des changements morphologiques. Ces différents biomarqueurs
permettent 1’identification des cellules sénescentes aussi bien in vitro qu’in vivo (He et al.,

2017) (Figure 30).
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Figure 30 : Principales caractéristiques des cellules sénescentes

Les caractéristiques des cellules sénescentes sont indiquées sur le panneau de droite : un arrét du cycle
cellulaire (en phase G1 et plus rarement en phase G2), une résistance a 1’apoptose, des altérations
morphologiques, la production d’especes réactives de I’oxygene (ROS), une activité [-galactosidase
associée a la sénescence (SA-B-gal), I’expression de protéines inhibitrices du cycle cellulaire (p16™***,
p21“"Y), une diminution des lamines nucléaires associée a des foyers d’hétérochromatine, des
dommages a I’ADN, et un phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP) caractérisé par la
sécrétion de chimiokines, de cytokines et de protéases (schéma réalisé avec Biorender).

a) Dérégulation du cycle cellulaire et arrét de la prolifération

Le cycle cellulaire, permettant a une cellule de se dupliquer et de se diviser, est composé
de quatre phases successives :

- Phase G1 : phase intermédiaire avec un point de restriction qui prépare a la réplication

- Phase S : réplication de ’ADN

- Phase G2 : seconde phase intermédiaire qui prépare a la mitose

- Phase M : division cellulaire ou mitose
La phase GO est extérieure au cycle et correspond a la différenciation cellulaire ou a la
quiescence.

L’avancée dans les différentes phases du cycle est contrdlée par un réseau complexe de
protéines régulatrices. En effet, une fois complexées avec les cyclines, les protéines kinases
dépendantes des cyclines (CDK) vont activer des voies moléculaires et des facteurs de
transcription permettant la progression dans le cycle cellulaire. Chez ’Homme, 13 CDK et 25
cyclines ont ét¢ identifiées mais toutes les CDK n’interviennent pas dans le cycle cellulaire.
Les complexes cycline/CDK favorisent notamment la phosphorylation de la protéine du
rétinoblastome (pRb). Lorsque cette protéine est hypophosphorylée, elle séquestre le facteur de
transcription E2F responsable de la transcription de geénes impliqués dans 1’avancement du
cycle cellulaire (Dyson, 1998) (Figure 31). Les complexes cyclineD/CDK4/6 et

cyclineE/CDK2 interviennent préférentiellement entre les phases G1/S tandis que les
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complexes cyclineA/CDK1 et cyclineB/CDKI1 interviennent majoritairement entre les phases
G2/M.

L’activité de ces complexes est réprimée par deux familles de protéines inhibitrices. La
famille KIP/CIP (kinase inhibitor protein / CDK inhibiting protein) constituée des protéines
p2 1 WAFICIPL 52 7KIPIICKPIC2 o h57KIP2 jnhibent principalement la kinase CDK?2 et peuvent, dans
une moindre mesure, interagir et inhiber la kinase CDKI1 et la CDK4. La famille INK4

(Inhibitor of CDK4) est quant a elle composée des protéines pl6MNK4AAMTSICDRN2A/CDRA

p 1 51NK4B/MTS]/CDKN2B

b

p18INKAC/INKOA o ] QINKAD/CDKNZD  (yji  inhibent spécifiquement la

formation du complexe entre CDK4/6 et la cycline D, entrainant ainsi 1’arrét du cycle cellulaire
en phase G1 (Sherr et al., 1995 et 1999).

La majorité des cellules sénescentes est caractérisée par une incapacité a progresser dans
le cycle cellulaire, indépendamment de la stimulation par des facteurs de croissance.
Généralement, ces cellules surexpriment p21™*! viag la voie p53 et/ou p16™&4A induisant un

arrét stable, principalement en phase G1 ou, dans de plus rares cas, en phase G2 (Sherr et al.,

1999 ; Wada et al., 2004).
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Figure 31 : Controéle de I’avancement du cycle cellulaire

A. Les complexes cycline/CDK permettent la phosphorylation de la protéine pRb libérant ainsi E2F
nécessaire a I’expression de génes impliqués dans la progression du cycle cellulaire.

B. p21 et p16 sont des inhibiteurs des complexes cycline/CDK permettant I’arrét du cycle cellulaire en
G1/S et G2/M (schéma réalis¢ avec Biorender).

i.  Voie p53/p21¢tP!

La protéine p53
Le facteur de transcription p53, codé par le géne 7P53, est un suppresseur de tumeur
appelé « gardien du génome » en raison de ses multiples roles centraux (Levine, 1997). Il permet

notamment de réguler la transcription de génes impliqués dans la progression du cycle
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cellulaire, le métabolisme et 1’apoptose (Vousden et Prives, 2009). L activité de la protéine p53
est majoritairement régulée par HDM2 (Double Minute 2 homolog, MDM2 chez la souris) qui
posséde une activité ubiquitine ligase E3 permettant de présenter pS3 au protéasome en vue de
sa dégradation (Lfeyan et al., 2007). p53 peut étre activée a la suite de nombreux stress qu’ils
soient génotoxiques, oxydants ou en réponse aux dommages a I’ADN par la voie appelée DDR
(DNA Damage Response), ce qui entrainera un arrét transitoire du cycle cellulaire nécessaire a
la réparation de I’ADN pour limiter les altérations génomiques (54 er al., 2027). Si les
dommages sont irréparables ou si le stress agit de maniére chronique, la cellule entre alors soit
en apoptose pour étre éliminée soit elle reste bloquée de fagon irréversible dans le cycle

cellulaire, caractéristique d’un état de sénescence cellulaire.

PS53/p21CIP!

Lors de dommages a ’ADN, les kinases ATM/ATR (ataxia telangiectasia mutated /
ataxia telangiectasia and Rad3-related) sont recrutées, phosphorylent 1’histone H2AX sur la
sérine 139 (y-H2AX) et activent les kinases CHK1/2 (checkpoint kinases 1 and 2) qui
phosphorylent la protéine p53 conduisant a la transcription du géne CDKN1A codant la protéine
p21€P1 Cette derniére va inhiber les complexes cycline/CDK1/2/4/6 dont certains
phosphorylent pRb. L’hypophosphorylation de pRb bloque I’activité transcriptionnelle de E2F,
entrainant donc I’arrét du cycle cellulaire soit en G1/S, soit en G2/M (Kumari et Jat, 2021)
(Figure 32).

Il a également été montré que I’arrét du cycle cellulaire peut étre provoqué par p21¢P!
indépendamment des niveaux de p53 et qu’inversement p53 peut induire un arrét du cycle
cellulaire en phase G2 indépendamment de p21™! (Jin et al., 2012 ; Osanai et al., 2007). En
effet, pS3 favorise I’expression du géne codant pour la protéine 14-3-3-c qui possede la capacité
de séquestrer le complexe cyclineB/CDK2 dans le cytoplasme pour stopper la progression du
cycle cellulaire en phase G2 (Chan et al., 1999) (Figure 32).

La voie p53/p21¢P! n’est pas spécifique a 1’état de sénescence cellulaire puisqu’elle est
aussi retrouvée dans ’activation des mécanismes d’apoptose. La protéine p21'*! pourrait
méme étre impliquée indépendamment de p53 dans la répression de I’apoptose dans les cellules

tumorales (Georgakilas et al., 2017).
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ii.  Voies p53/p14ARF et p53/p19ARF

p14ARF (alternative reading frame, p192RF chez la souris) est une protéine codée par la
séquence du locus INK4A4/ARF. Elle est produite en grande partie a partir du méme géne que

6™NK4A mais sa traduction ne suit pas le méme cadre de lecture (p14°RF : exons 1B, 2 et 3 ;

pl
pl6™NK4A - exons 1a, 2 et 3) (Sione et al., 1995). La protéine p142RF peut bloquer la progression
du cycle cellulaire en phase G1 et G2 sans interaction directe avec des CDKs (Quelle et al.,
1995). En effet, elle inhibe 1’ubiquitine ligase HDM2 ce qui stabilise la protéine p53 et permet
a celle-ci de jouer son role de facteur de transcription (Zhang et al., 1998) (Figure 32). Le géne

de p21¢P! est alors transcrit entrainant I’arrét du cycle cellulaire selon le mécanisme décrit ci-

dessus.
iili.  Voie ploMksA
L’expression de pl6™&4A 4 partir du locus INK4A/ARF est assurée par la voie des
MAPK (mitogen-activated protein kinases) incluant Ras, Raf et Mek (Lin et al., 1998). En tant
qu’inhibiteur CDK4/6, il favorise 1’hypophosphorylation de pRb et la stabilisation du complexe
pRb/E2F. La séquestration du facteur de transcription E2F va ainsi réprimer I’expression des
genes cibles de E2F et arréter la progression du cycle cellulaire en phase G1/S (Serrano et al.,

1993) (Figure 32). 1l est admis que la protéine pl6MK4A

est 'un des marqueurs les plus
spécifiques des cellules sénescentes retrouvés in vivo. Dans de nombreux tissus comme le
cerveau, son expression augmente fortement avec 1’dge, indépendamment de [ attrition

télomérique (Herbig et al., 2004 ; Krishnamurthy et al., 2004).

La fonction inhibitrice de la protéine p16™%4A a aussi été rapportée pour les MAPK
JNK1/3 qui phosphorylent c-Jun, empéchant ainsi I’activité du facteur de transcription AP-1
dans la progression du cycle cellulaire, la prolifération, I’apoptose, la survie, la migration,
I’invasion, I’angiogenese et I’inflammation (C/oi et al., 2005). Parmi les autres partenaires de
pl6™NK4A figure également GRIM-19, un géne pro-apoptotique (Sun ef al., 2010). Cependant,
affinité de pl6™X44 pour les CDK4/6 est plus forte, en particulier chez I’adulte.

Il semblerait que p16™K44 et p21¢IP! exercent des actions complémentaires dans la mise
en place et le maintien de la sénescence cellulaire. En effet, plusieurs études tendent a montrer

qu’au cours de ce processus, I’expression de p21¢!P!

est précoce puis diminue apres I’induction
de ’arrét de prolifération et la mise en place de 1’état de sénescence cellulaire tandis que celle

de p16™K44 qugmente pour maintenir cet état cellulaire (A/coria et al., 1996 ; Stein et al., 1999).
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Figure 32 : Voies inductrices d’arréts du cycle cellulaire

Des stress tels que les dommages a I’ADN, activent les protéines ATM/ATR permettant I’activation de
la protéine p53 par I’intermédiaire de la phosphorylation de CHK1/2. p53 active alors les protéines
p21<"! et 14-3-3-6 permettant de bloquer le cycle cellulaire en inhibant ’activité des complexes
cycline/CDK. La protéine p14*** peut également favoriser I’arrét du cycle cellulaire en inhibant HDM2
et, par conséquent, I’activité de p53. Enfin, des stress peuvent induire la transcription de la protéine
pl6™ A dont I'un des roles est aussi d’inhiber les complexes cycline/CDK (schéma réalisé avec
Biorender).

b) Phénotype sécrétoire associé a la sénescence

Les cellules sénescentes développent un sécrétome inflammatoire, applé phénotype
sécrétoire associé a la sénescence (SASP) qui va renforcer 1’état de sénescence des cellules. Le
profil sécrétoire est trés hétérogene et dépend du type cellulaire, de la nature du stress inducteur
et des voies de signalisation impliquées (/Hernandez-Segura et al., 2017 ; Wiley et al., 2016).
Le sécrétome peut méme évoluer au cours de I’état de sénescence (De Cecco et al., 2019). Plus
d’une centaine de molécules ont été identifiées comme pouvant faire partie du SASP dont des
cytokines, des chimiokines, des protéases, des facteurs de croissance et des composants de la
matrice extracellulaire (MEC) (Coppé et al., 2010). Une liste des facteurs impliqués dans le
SASP, les plus communément sur-sécrétés, a ¢été établie selon des criteres de solubilité et de

type de sécrétion (Tableau 2), mais cette liste ne cesse de s’allonger.
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Les différents facteurs sécrétés par les cellules sénescentes, bien qu’hétérogeénes, vont

agir en synergie. En effet, les cytokines et les interleukines impactent le micro-environnement

et induisent des cascades de signalisations cellulaires pouvant exacerber le réseau de sécrétion.

Les facteurs de croissance et les protéases permettent de renforcer le maintien de I’état

sénescent des cellules. Quant aux métalloprotéases, elles vont dégrader les fibres de la MEC

pour remodeler I’environnement des cellules sénescentes.

Nature Classe — Composé Réles principaux
Abréviation nom
IL-6 Interleukine 6 Pro-inflammatoire, immunité innée
1L-7 Interleukine 7 Survie, développement, homéostasie des lymphocytes
Interleukines IL-la Interleukine 1a Réponse immunitaire, inflammation, hématopoiése, apoptose
(IL) IL-1B Interleukine 18 Inflammation, prolifération, différenciation, apoptose
IL-13 Interleukine 13 Maturation et différenciation des lymphocytes B
IL-15 Interleukine 15 Mémoire et régulation lymphocytaire
IL-8 (CXCLR) Interleukine 8 Chimioattractant, réponse inflammatoire systémique

GROwB/y (CXCL1)
MIPla (CCL3)

Growth-related oncogen

Macrophage inflammatory protein 1o

Chimioattractant, inflammation

Chimioattractant, cicatrisation, maintien de la réponse immunitaire effectrice

Chimiokines  MIP3a (CCL20) Macrophage inflammatory protein 3o
(CXCL, CCL) MCP2 (CLL8) Membrane cofacteur protein 2 Chimioattractant monocytes, lymphocytes T, NK, macrophages
MCP4 Membrane cofacteur protein 4 Chimioattractant monocytes, éosinophiles, basophiles
CCL26 Eotaxin 3 Chimioattractant éosinophiles
HCC4 (CCL16) Human CC chemokine 4 Chimioattractant monocytes et lymphocytes T
GM-CSF Granulocyte/macrophage colony-stimulating factor ~ Facteur de croissance des lymphocytes
Autres MIF Macrophage migration inhibitory Chimioattractant, immunorégulateur
molécules  TGFB Transforming growth factor Prolifération, différenciation cellulaire, répression lymphocytes T
inflammatoire TNFa Tumor necrosis factor a Inflammation systémique, apoptose, nécrose
IFNy Interferon y Immunosurveillance, inflammation
AREG Amphiregulin Ligand EGF-R, anti-apoptotique, croissance et division cellulaire épithéliale
EREG Epiregulin Ligand ERBB-R et EGF-R, inflammation, cicatrisation, prolifération cellulaire
HRG Heregulin Ligand ERBB3/4, prolifération cellulaire, survie, différenciation tissulaire
EGF Endothelial growth factor Mitogéne
bFGF Basic fibroblast growth factor Mitogene, survie et croissance cellulaire, morphogenése, réparation tissulaire
Facteurs solubles L e
. HGF Hepatocyte growth factor Mitogene, motilité
sécrétés dans Facteurs de . S . .
A . KGF (FGF7) Keratinocyte growth factor Mitogéne, survie cellulaire
I'environnement croissance .
VEGF Vascular endothelial growth factor Angiogenese
ANG Angiogenin Angiogenese
SCF Stem cell factor Hématopoiése, embryogenése, spermatogenese, mélanogenése
SDF1 (CXCL12) Stomal cell derived factor Interactions, migration cellulaire, anti-apoptotique
PIGF Placental growth factor Pro-angiogénique
IGFBP2/3/4/6/7 Insulin-like growth factor binding protein Transport
MMP-1/3/9/10/12/13/14 Matrix metalloproteinase Dégradation MEC (collageéne, protéoglycane, fibronectine, laminine, ¢lastine)
TIMP1/2 Tissue inhibitor of metalloproteinase Composition MEC, cicatrisation
Protéases PAI1/2 Plasminogen activator inhibitor Fibrinolyse, dégradation MEC, cicatrisation
tPA Tissue-type plasminogen activator Activateur du plasminogéne
uPA Urokinase-type plasminogen activator Activateur du plasminogene
CTSB Cathepsin B Protéolyse intercellulaire
ICAM-1/3 (CD54/50)  Intercellular adhesion molecule Adhésion intercellulaire, migration leucocytaire
OPG Osteoprotegerin Différenciation des ostéoblastes, apoptose des ostéoclastes
sTNFRI/STNFRII Soluble tumor necrosis factor receptor Inflammation
Ligand TRAIL-R3 Tumor necrosis factor related apoptosis-inducing Récepteur antagoniste, protége de I'apoptose
lygan s et Fas Fibroblast activated sequence Apoptose
récepteurs . . . A~ . \
uPAR (CD87) Urokinase-type plasminogen activator receptor Activation plasminogéne
SGP130 Soluble glycoprotein 130 Sous-unité du récepteur d'IL-6, inflammation
EGF-R Endothelial growth factor receptor Activité mitotique
CXCR2 CXC motif chemokine receptor 2 Sous-unité du récepteur d'IL-8, inflammation
PGE2 Prostaglandin E2 Immunité et infllammation
Métabolites NO Nitric oxyde Régulation apoptose, neurotransmetteur, vasodilatateur
ROS Reactive oxygen species Stress oxydant
Facteurs solubles Acides nucléiques DNA, RNA, miRNA
L. Composés L.
sécrétés dans des . Protéines
. organiques .
vésicules Lipides
. Fibronectine Interactions entre MEC et cellules
. Matrice . - A
Facteurs insolubles . Collagene Résistance mécanique
extracellulaire e Lo . . .
Laminine Migration cellulaire, structure, polarité cellulaire

Tableau 2 : Composition non exhaustive du SASP typiquement retrouvé dans les

sénescentes (tableau adapté de Coppé et al., 2010)

cellules
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i.  Modes d’action du phénotype sécrétoire associé a la sénescence

Le développement d’un SASP par les cellules sénescentes leur permet de développer un
mode de communication aussi bien autocrine, paracrine, que juxtacrine qui va impacter leur
environnement (Figure 33). Le SASP semble étre entretenu par des boucles rétroactives
positives de communications cellulaires pour induire une amplification robuste du signal.

Les signaux autocrines permettent aux cellules sénescentes d’induire, de maintenir et de
renforcer leur état de sénescence principalement via 1’activation des récepteurs IL-6R et IL-8R
(Acosta et al., 2008 ; Hoare et Narita, 2013).

Les signaux paracrines constituent un moyen trés efficace d’induire la sénescence
cellulaire dans les cellules avoisinantes au sein d’un tissu et de propager ainsi 1’état de
sénescence. Plusieurs composants du SASP contribuant a ’effet paracrine ont été identifiés,
tels que I’IL-1R liant IL-1a ou IL-1B, le TGF-f, le VEGF ou encore les récepteurs « Toll-like »
qui permettent 1’activation de NF-kB et mTOR (Acosta et al., 2013).

Enfin, les signaux juxtacrines permettent la communication entre deux cellules
adjacentes. NOTCH a d’ailleurs récemment ét¢ identifi¢ dans 1’induction d’un état sénescent
au sein du poumon lors d’une interaction adjacente entre deux types cellulaires. C’est la voie
principale de communication juxtacrine des cellules sénescentes dans un contexte
d’hypertension artérielle. L’inhibition pharmacologique de la signalisation NOTCH est
suffisante pour réduire la propagation du SASP développé par les cellules endothéliales vers

les cellules musculaires lisses (Ramadhiani et al., 2023).

Assez récemment sont apparus les termes de sénescence primaire lorsque 1’état de
sénescence cellulaire est induit par un stress qu’il soit réplicatif, génotoxique ou oxydant. Le
SASP acquis par ces cellules va propager cet état phénotypique a d’autres cellules avoisinantes
via des facteurs solubles. En réponse les cellules peuvent alors entrer dans un état de sénescence
dit « secondaire » par le biais d’une communication paracrine. La sénescence secondaire peut
¢galement étre induite par une communication juxtacrine. Ces cellules sénescentes ne vont pas
nécessairement exprimer les mémes biomarqueurs que les cellules en sénescence primaire, ce

qui rend ce phénotype davantage complexe (Admasu et al., 2021) (Figure 33).
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Figure 33 : Trois modes d’action du phénotype sécrétoire associé a la sénescence

Les cellules sénescentes primaires libérent des signaux autocrines renforgant leur état sénescent.
Lorsque ces cellules entrent en contact avec des cellules non sénescentes, elles peuvent induire une
sénescence juxtacrine par le biais de la signalisation NOTCH. Le SASP sécrété par les cellules
sénescentes primaires peut servir de signal paracrine et induire une sénescence dans des cellules voisines
ou, en passant par le systéme sanguin, dans des cellules éloignées pouvant méme se trouver dans un
tissu différent (Adamasu et al., 2021).

ii.  Modes de régulation du phénotype sécrétoire associé a la sénescence

Le SASP est régulé a différents niveaux que ce soit épigénétique, transcriptionnel ou
post-transcriptionnel par des voies de signalisation souvent interconnectées. Les principales
sont décrites ci-dessous. Globalement, elles régulent les composants du SASP en contrélant
directement la transcription des principaux médiateurs inflammatoires qui a leur tour stimulent

I’activité de leurs propres régulateurs tels que NF-xB ou C/EBPp.

La voie NF-kB

Le principal régulateur du SASP est NF-xB, un activateur transcriptionnel composé de
cing membres capables de s’hétérodimériser : p50, p52, c-Rel, p65/RelA, RelB. Le complexe
prédominant p50/p65 (Hoffmann et Baltimore, 2006) est I’'un des principaux régulateurs de
I’expression des facteurs pro-inflammatoires du SASP incluant des interleukines et des
chimiokines (Malaquin et al., 2016).

A D’état basal, NF-xB est séquestré dans le cytoplasme par la protéine IxB. Des stimuli
tels que les dommages a I’ADN, les stress oncogéniques, le stress oxydant ou I’inflammation,
provoquent la phosphorylation de IxkB par la kinase IKK entrainant sa dégradation et la

libération de NF-kB qui transloque dans le noyau. NF-xB peut alors jouer son rdle de facteur
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de transcription en activant un grand nombre de geénes codant pour des médiateurs pro-
inflammatoires tels que I’'IL-6, I’'IL-8, le TNFa ou la MMP9 (Liu et al., 2017) (Figure 34).

gMAPK ot associée a la

En plus de son réle dans ’arrét de la prolifération, la kinase p3
régulation du SASP par une action indirecte via NF-xB. Dans des fibroblastes humains,
I’expression constitutive de cette kinase permet I’activation de NF-kB et I’induction du SASP
sans activer de réponse des dommages a I’ADN. De plus, la répression de p38MAPK est suffisante
pour inhiber I’expression des IL-6 et IL-8, dépendante de NF-xB (Freund et al., 2011).

Dans le contexte de la sénescence cellulaire, la voie cGAS-STING est impliquée
dans I’induction d’un SASP. Durant cet état cellulaire, I’enveloppe nucléaire peut subir des
altérations liées a la perte de la lamine B1, entrainant la libération de fragments de chromatine
dans le cytoplasme. Les fragments d’’ADN retrouvés dans le cytosol peuvent également
provenir de I’ADN mitochondrial. Cet ADN cytosolique double brin est reconnu par la cGMP-
AMP Synthase (cGAS) qui catalysent la formation de GAMP cyclique (cGAMP). Cette
molécule va se lier et activer STING (Stimulator of Interferon Genes), ce qui va déclencher une
production d’interféron et de cytokines (Decout et al., 2021). STING va activer la signalisation
NF-kB, en recrutant la kinase IKK (Figure 34). Cette voie cGAS-STING a derniérement été
décrite comme pivot dans la mise en place de l'inflammation liée au vieillissement dans le

cerveau (Gulen et al., 2023).
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Figure 34 : Régulation du SASP par NF-xB

Différents stress activent IKK entrainant la phosphorylation d’IxB et la libération de NF-xkB pouvant
alors étre transloqué dans le noyau et favoriser 1’expression de génes codant pour des facteurs pro-
inflammatoires. L’ADN cytosolique, qu’il soit d’origine nucléaire ou mitochondriale, entraine
Iactivation de la voie cGAS-STING favorisant I’activation de NF-xB, tout comme le protéine p38M4"
(Schéma réalisé avec Biorender).
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La voie C/EBPp

C/EBPpB (CCAAT Enhancer Binding Protein ) appartient a une famille de facteurs de
transcription composée de trois isoformes contenant des motifs leucine zipper. C/EBPB-1 est le
seul a jouer un role dans I’arrét de la prolifération et la sécrétion du SASP en activant la
transcription de I’'IL-6 et de I'IL-8 (Acosta et al. 2008 ; Kuilman et al. 2008). Cette voie est
régulée par NOTCHI, une protéine transmembranaire dont la surexpression dans les phases
précoces de la sénescence réprime C/EBP et induit un SASP précoce anti-inflammatoire
dépendant du TGF-B. Cependant, une fois la sénescence cellulaire installée, 1’expression de
NOTCHI diminue, conduisant a I’expression d’un SASP enrichi en médiateurs pro-
inflammatoires, notamment d’IL-1ca via I’activation de C/EBPB (Hoare et al., 2016) et de la
voie mTOR. L’inhibition de mTOR par la rapamycine favoriserait la longévité notamment en
limitant la sécrétion de facteurs généralement retrouvés dans le SASP tels que I’IL-6, I’'IL-8 et

VIL-10/B (Narita et al., 2011 ; Herranz et al., 2015).

c) Dysfonctionnements lysosomaux

1. Activité B-galactosidase associée a la sénescence

Le lysosome, organite intracellulaire, contient un panel d’enzymes capables de dégrader
les composants cellulaires tels que les macromolécules, les produits d’endocytose ou les
organites cellulaires altérés. Parmi ces enzymes, on retrouve la B-galactosidase (B-gal), une
hydrolase capable d’hydrolyser des [-galactosides en oses simples dont le pH optimal est
d’environ 4,5 dans les cellules saines.

Les cellules sénescentes peuvent présenter une augmentation de la masse et du volume
des lysosomes, corrélée a une augmentation de 1I’expression du géne GLB1 codant I’enzyme 3-
gal lysosomale endogene (Lee er al., 20006). Dans ces cellules, 1’activité de la B-gal fonctionne
a un pH suboptimal d’environ 6, on parle alors d’activité B-gal associée a la sénescence (SA-f-
gal) (Dimri et al., 1995). Un test colorimétrique enzymatique a été mis au point pour détecter
cette activité ; il repose sur le clivage du substrat chromogene, le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
B-D-galactopyranoside (X-gal) dont le produit apparait bleu a pH 6 (Debacg-Chainiaux et al.,
2009). Ce marqueur de sénescence augmente avec le vieillissement dans différents tissus. Cette
augmentation a également été décrite dans des cellules post-mitotiques, notamment au sein de

cellules neuronales hippocampiques (Piechota et al., 2016).
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ii.  Lipofuscine

Les dysfonctionnements lysosomaux peuvent ¢galement E&tre caractérisés par
I’accumulation de lipofuscine pouvant refléter un état de sénescence cellulaire. La lipofuscine
colocalise avec I’activité SA-B-gal dans les cellules sénescentes post-mitotiques (Von Zglinicki
etal., 2021). 11 s’agit d’agrégats autofluorescents constitués de produits issus de la dégradation
de lipides, de protéines oxydées, de glucides et d’ions métalliques (fer, cuivre, zinc, calcium),
souvent retrouvés dans les tissus agés (Brunk et al., 2002 ; Jolly et al., 1995). 11 a également été
montré que ces agrégats, en particulier les ions métalliques, pouvaient inhiber 1’activité¢ du
protéasome et induire la formation de ROS. La lipofuscine est difficilement dégradable mais se
dilue lors des divisions cellulaires. C’est pourquoi, ces agrégats sont principalement retrouvés
au sein des cellules post-mitotiques au cours du vieillissement, notamment dans le cerveau
(Goyal, 1982).

La lipofuscine est détectable au microscope car elle émet une autofluorescence allant de 400 a
700 nm. Cependant, cette technique est rarement utilisée die 2 son manque de spécificité.
D’autres méthodes de détection plus spécifiques ont été développées telles que 'utlisation de
GL-13, un composé¢ biotinylé dérivé du Sudan Black B permettant de détecter les lipides

(Evangelou et al., 2017).

d) Changements épigénétiques

Les cellules sénescentes possédent des modifications épigénétiques particulieres dont
les foyers d’hétérochromatine associés a la sénescence (SAHFs) et enrichis de certains variants
d’histones triméthylés. Ces structures, liées a la perte de lamine B1 et a une modification de
I’architecture chromatinienne, semblent participer a la répression des geénes cibles de E2F
impliqués dans la prolifération cellulaire, contribuant au maintien de I’état de sénescence
(Narita et al., 2003). Les SAHFs participeraient ainsi a la stabilité¢ de I’arrét du cycle cellulaire.
Cependant, Kosar et al., ont montré que les SAHFs ne sont pas des caractéristiques courantes
de la sénescence cellulaire contrairement aux marqueurs de cassures d’ADN double brin (Kosar

etal., 2011).
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e) Dommages a ’ADN

Les dommages a ’ADN sont les dommages les plus étudiés dans 1’état de sénescence,
étant a la fois une caractéristique et un inducteur de sénescence. Les cellules subissent des
dommages a I’ADN qui peuvent s’accumuler tels que des oxydations, des méthylations ou des
cassures d’ADN simple ou double brin (Adda di Fagnagna, 2008). Une réponse aux dommages
a ’ADN peut se mettre en place, notamment via la signalisation ATM/ATR décrite dans la
partie précédente, en particulier dans le cas de cassure d’ADN double brin. Le recrutement
d’ATM engendre la phosphorylation des histones H2AX (YH2AX), facilitant I’assemblage des
complexes spécifiques nécessaire aux réparations de I’ADN (Céleste et al., 2002). C’est
pourquoi la détection de YH2AX, est couramment utilisée en tant que marqueur des dommages
a ’ADN et comme une des caractéristiques de la sénescence cellulaire. La cascade de
signalisation qui s’ensuit aboutit a 1’activation de p53 et a I’état de sénescence cellulaire. La
protéine S3BP1, recrutée au niveau des cassures doubles brins, peut également étre utilisée pour
identifier les dommages a I’ADN (Adda di Fagnagna, 20065).

Les stress génotoxiques et les irradiations, comme les rayonnements ultraviolets ou
ionisants, peuvent induire des dommages a I’ADN et conduire a la sénescence a condition que
la réparation de I’ADN ne s’effectue pas ou que la cellule n’entre pas dans un processus de mort

cellulaire.

f) Résistance a 1’apoptose

L’apoptose est un processus de mort cellulaire controlée et programmée permettant
I’¢limination de cellules endommagées. Des signaux externes entrainant 1’expression de
récepteurs membranaires de mort ou la perte d’intégrité membranaire des mitochondries
peuvent conduire a I’activation de différentes caspases, permettant in fine 1’¢limination
cellulaire.

La plupart des cellules sénescentes acquicrent une résistance au processus d’apoptose,
ce qui explique leur accumulation dans les tissus au cours du temps (JWang et al., 1995). Cette
résistance peut s’expliquer par un maintien des ratios physiologiques d’expression des protéines
anti- et pro-apoptotiques ou par une augmentation des protéines anti-apoptotiques, telles que
Bcl-2, Bel-XL, Bel-W (Ruy et al., 2007 ; Yosef et al., 2016). Les cellules sénescentes peuvent

¢galement présenter une diminution de 1’expression et de 1’activité des caspases impliquées
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dans les mécanismes d’apoptose favorisant leur maintien dans les tissus (Marcotte et al., 2004).
Il semblerait que selon les conditions de stress ou de dommages, les cellules puissent basculer
soit vers 1’apoptose soit vers 1’état de sénescence. Un stress aigu promouvrait 1’apoptose tandis
qu’un stress chronique orienterait les cellules vers un état de sénescence cellulaire (Petrova et
al., 2016). Par ailleurs, d’autres voies peuvent également favoriser I’accumulation de cellules
sénescentes. C’est le cas de la voie de survie cellulaire PI3K-AKT pouvant étre régulée a la
hausse dans ces cellules en empéchant ainsi leur élimination (Datta et al., 1997).

La résistance a 1’apoptose des cellules sénescentes a permis le développement de
composés sénolytiques ciblant les membres anti-apoptotiques de la famille des Bcl et visant a

¢liminer sélectivement les cellules sénescentes (Kang et al., 2019).

g) Changements morphologiques

Des changements morphologiques sont souvent retrouvés au niveau cytoplasmique
et/ou nucléaire dans les cellules sénescentes. Hayflick et Moorhead avaient d’ailleurs déja
observé un étalement des fibroblastes en sénescence réplicative (Hayflick et Moorhead, 1961).
Bien plus tard, il a ét¢ montré que la morphologie des cellules sénescentes, allongée, aplatie ou
hypertrophique, induisant un réarrangement du cytosquelette, était dépendante du stress
inducteur (Kuilman et al., 2010). Les cellules sénescentes peuvent également présenter un
noyau plus gros et déformé. L’enveloppe nucléaire est altérée par une perte de I’expression de
lamines, notamment la lamine Bl (Freund et al., 2012). Des changements morphologiques
peuvent également se retrouver au niveau des organites avec une augmentation de la masse
lysosomale ainsi qu’une perte d’intégrité des mitochondries et du réticulum endoplasmique

(Kurz et al., 2000).

IV. Meécanismes d’induction de la sénescence cellulaire

L’état de sénescence cellulaire est initié a la suite d’une variété de stress pouvant aboutir
a différents types de sénescence. Il est possible de les répartir en deux catégories : la sénescence
réplicative et la sénescence prématurée induite par un stress oncogénique, génotoxique ou

oxydant (Figure 35).
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Figure 35 : Inducteurs de sénescence cellulaire

Une cellule saine peut devenir sénescente a la suite du déclenchement de la DDR provoquée par
I"attrition des télomeres, c’est la sénescence réplicative. La sénescence peut également étre provoquée
par différents types de stress, qu’ils soient oxydants, oncogéniques ou génotoxiques (Schéma réalisé
avec Biorender).

1. Sénescence réplicative

La sénescence réplicative résulte de Dattrition des télomeres décrite dans la partie
«vieillissement » (Hayflick et Moorhead, 1961). Cette attrition va entrainer une réponse de
dommages a ’ADN conduisant a un arrét du cycle cellulaire. Elle va donc se mettre en place
comme un mécanisme de protection contre 1’instabilité génomique permettant de maintenir
I’intégrité de 1’information génétique.

Le raccourcissement des télomeéres et la perte des structures multiprotéiques, les
télosomes qui leur sont associés constituent un phénomene physiologique. Cependant, il peut
étre accéléré par des stress induisant une sénescence prématurée. C’est notamment le cas du
stress oxydant provoqué par Dinflammation qui est associé a une accélération du
raccourcissement des télomeres in vitro et in vivo via I’accumulation de dommages oxydants

(Barnes et al., 2019).
L’entrée en état de sénescence cellulaire peut aussi étre totalement indépendante de

’attrition des télomeres, on parle alors de sénescence prématurée induite par un stress. Pour

rappel, la sénescence nécessite dans la plupart des cas un stress chronique.

-99.-



2. Sénescence prématurée

a) Stress oncogéniques

Un oncogene est un géne muté ou surexprimé conduisant a la formation de tumeurs. La
sénescence induite par un oncogene (OIS) implique notamment des génes mutés impliqués dans
la voie des MAPK (Ras/Raf/Mek), des oncoprotéines AKT et E2F ou encore 1’inactivation de
geénes suppresseurs de tumeurs (Courtois-Cox et al., 2008). En réponse aux oncogenes, les
cellules vont entrer en sénescence a la suite de I’augmentation des dommages a I’ADN due a
une prolifération cellulaire intense (Bartkova et al., 2006). Ces cellules expriment alors des
biomarqueurs comme une augmentation de I’expression de la protéine p53, p16™K4A une SA-
B-gal et des changements morphologiques. Ce phénoméne a été mis en évidence pour la
premiére fois dans des fibroblastes humains avec une expression ectopique de la forme
oncogénique mutée de Ras, H-RasV12 (Serrano et al., 1997). L’OIS est un mécanisme essentiel
de protection contre le développement tumoral en stoppant précocement la prolifération des

cellules aberrantes via la sénescence.

b) Stress génotoxiques et oxydant

Les stress génotoxiques sont nombreux et soumettent continuellement I’ADN a des
modifications nécessitant des réparations. Les stress peuvent avoir pour origine des facteurs
exogenes tels que les rayons ultraviolets, les radiations ionisantes, les composés chimiques, les
pathogeénes ou les composés volatils nocifs. Les facteurs de stress peuvent également étre
endogénes via les erreurs de réplication, les stress mécaniques ou les phénoménes d’hydrolyse
ou d’oxydation. Ces stress peuvent conduire a des dommages incluant par exemple des cassures
des brins d’ADN et des mutations. Une réponse des dommages a I’ADN se met alors en place
pouvant aboutir a une sénescence cellulaire lorsque la réparation par la DDR ne suffit pas ou
que son efficacité est amoindrie avec le vieillissement (Adda di Fagagna, 2008 ; Gorbunova et
al., 2007).

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre di a une production excessive de ROS,
principalement produits par les mitochondries et les enzymes membranaires NADPH oxydases,
ou/et une diminution de 1’activité des antioxydants qui éliminent ces ROS. Les mitochondries
assurent la synthése d’ATP par le biais d’une chaine de transfert d’électrons pour fournir

I’énergie nécessaire aux cellules. Des ¢électrons fuitent au cours du transfert et réagissent avec
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I’oxygene pour former des ROS sous formes d’anions superoxydes qui sont rapidemment
métabolisés dans la cellule en peroxyde d’hydrogeéne par les superoxydes dismutases (SOD).
Le peroxyde d’hydrogene est une molécule importante dans la signalisation cellulaire mais peut
donner lieu a la formation de radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton. Ces espéces
réactives peut alors causer des dommages environnants en oxydant des protéines, lipides et
acides nucléiques (Juan et al., 2021 ; Vanhooren et al., 2015).

Au cours du vieillissement, les mitochondries vont subir des dysfonctionnements
marqués par une diminution de leur capacité respiratoire et de leur potentiel de membrane
favorisant la production de ROS. Il s’avere que cette surproduction de ROS privilégie et
renforce I’état de sénescence cellulaire qui lui-méme entraine des dysfonctionnements
mitochondriaux notamment via le déficit de la fonction de phosphorylation oxydative (Cadenas
etal, 2000 ; Miwa et al., 2022). In vitro, 1’exposition de fibroblastes humains a de faibles doses
de ROS est suffisante pour induire un phénotype sénescent, tandis que [ utilisation
d’antioxydants retarde leur entrée en sénescence (Clen et al., 1994 et 1995). Pour maintenir cet
état cellulaire, les voies impliquées dans le maintien de 1’arrét du cycle cellulaire peuvent
¢galement induire la production de ROS. C’est ce que 1’étude de Takahashi et al., a montré
avec I’implication de la voie p1 6™%4A/pRb qui agit avec des signaux mitogénes pour augmenter
les niveaux de ROS intracellulaires activant alors la PKCS (protéine kinase C9O) (7akahashi et
al., 2006). Les ROS, en provoquant des dommages a I’ADN vont indirectement activer la DDR
et la voie p53/p21¢™!. Cette voie va induire des dysfonctionnements mitochondriaux et donc la

production de ROS via I’activation de p38MAPK et TGF-B (Passos et al., 2010).

Il est admis que toutes les formes de sénescence sont des réponses cellulaires a une
variété de stress (Gorgoulis et al., 2019). Néanmoins, cet état cellulaire peut jouer un réle tout
aussi bien bénéfique que néfaste pour I’organisme. En effet, la sénescence cellulaire joue un
role crucial au cours du développement embryonnaire, dans le remodelage tissulaire, la
cicatrisation et la tumorigenése (Murioz-Espin et al., 2013 ; Demaria et al., 2014 ; Schmitt et
al., 2002). Cependant, 1’accumulation des cellules sénescentes dans les tissus et la sécrétion
chronique du SASP contribue au vieillissement et aux pathologies liées a 1’age (Z/u et al.,
2015). Le cerveau est un organe trés sensible au vieillissement, principalement composé de
cellules post-mitotiques ou de cellules ayant un faible pouvoir prolifératif. Les marqueurs
classiques de sénescence ayant été retrouvés dans le cerveau d’individus agés, on peut se
demander si la sénescence cellulaire participe au vieillissement cérébral et aux maladies

neurodégénératives.
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V. Sénescence cellulaire dans le cerveau

L’atrophie du systéme nerveux au cours du vieillissement résulte d’une perte
progressive de la substance grise et d’une perte plus tardive de substance blanche (Ge er al.,
2002). Ce phénoméne a notamment été attribué a une diminution du nombre de neurones ainsi
que de la taille de leurs corps cellulaires et de leurs arborisations dendritiques. Les cellules
gliales, astrocytes et microglies, sont également affectées et contribuent a 1’établissement d’une
neuroinflammation, exacerbée par des déficits d’élimination des déchets, protéines toxiques et
pathogenes (Antignano et al., 2023). Au cours du temps, les cellules neurales vont

progressivement présenter de nombreuses altérations qui sont résumées dans le tableau 3.

Altérations Caractéristiques

Dysfonctionnement mitochondrial Hypertrophie
Fragmentations mitochondriales
Altération chaine de transport d'électrons
Altération ADNmt

Protéines, lipides, acides nucléiques Accumulation protéines/lipides/acides nucléiques endommagés par |'oxydation

Processus antioxydant Diminution activité

Lysosomes Accumulation de déchets membranaires et mitochondriaux

Protéasomes Accumulation de déchets de protéines oxydées

Macroautophagie Accumulation d'autophagosomes avec des contenus non dégradés, des mitochondries

dysfonctionnelles et des protéines polyubiquitinées

Homéostasie neuronale calcique Elévation aberrante de calcium cytoplasmique

Augmentation delavulnérabilité neuronaleala mort

Réponses adaptatives au stress Signalisation altérée
Réseau neuronal Activité aberrante

Mécanismes de réparation de I'ADN Accumulation de dommages al'ADN nucléaire et mitochondrial

Inflammation Activation des cellules gliales
Sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires

Augmentation de dommages oxydants

Neurogenése altérée Epuisement des cellules souches

Métabolisme énergétique Dérégulé

Altération accrue du métabolisme dépendant du glucose

Tableau 3 : Altérations retrouvées dans le cerveau vieillissant (Mattson et al., 2018).

L’ensemble de ces dysfonctionnements pourrait également résulter de 1’accumulation
de cellules neurales ayant acquis un phénotype sénescen. De récentes études ont montré que
différents types cellulaires composant le SNC, dont les neurones et les cellules gliales expriment
des marqueurs de sénescence lors du vieillissement physiologique et pathologique du cerveau

(Barker et al., 2018).
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1. Sénescence des neurones post-mitotiques

Les neurones sont des cellules électriquement excitables qui assurent la transmission de
signaux via des influx nerveux. Ils représentent environ 50% des cellules composant
I’encéphale. Les cellules neuronales ont la particularité d’étre des cellules post-mitotiques, elles
ne peuvent donc pas répondre aux caractéristiques d’arrét de prolifération dues au
raccourcissement des télomeres retrouvées habituellement dans les processus de sénescence
réplicative. La sénescence pouvant en outre étre induite, des marqueurs de sénescence ont bien
¢été identifiés dans les neurones de cerveaux vieillissants.

Plusieurs études rapportent des marqueurs de sénescence comme une activité
SA-B-gal, une accumulation de lipofuscine et une expression aberrante des lamines, ainsi qu’un
phénotype sécrétoire, dans des neurones corticaux primaires de cortex de rat ou de souris
soumis a des cultures a long terme (Dong et al., 2011 ; Moreno-Blas et al., 2019 ; Ishikawa et
Ishikawa, 2020). La sénescence acquise dans ces modeles de culture a long terme ne semble
pas étre due a des dommages a I’ADN puisque les auteurs n’ont pas retrouvé de foyers YH2AX
dans les cellules méme apreés 40 jours de culture alors que p21¢'* est induit (Moreno-Blas et al.,
2019 ; Ishikawa et Ishikawa, 2020). En revanche, une altération de I’homéostasie protéique a
¢été mise en évidence dans ces cellules et un traitement a la rapamycine a permis de réduire
I’agrégation des protéines et la sénescence (/s/ikawa et Ishikawa, 2020). De la méme fagon,
une augmentation de 1’activité SA-B-gal est observée in vivo dans 1’hippocampe de rongeurs
agés, progressivement dans les neurones de la région CA3 de I’hippocampe de rat et a partir de
24 mois dans la région CA1 des souris sans dommages a I’ADN (Geng et al., 2010 ; Piechota
et al., 2016). Inversement, Jurk et al., ont montré que des neurones de Purkinje et des neurones
corticaux murins agés présentaient in vivo d’importants dommages a I’ADN. Ces neurones
surexprimant la protéine p38MAPK et I’IL-6, présentaient également une augmentation de
I’activité SA-B-gal et des marqueurs de stress oxydant et donc un phénotype dit « senescence-
like » dépendant de p21°*! (Jurk et al, 2012). De fagon surprenante, ce phénotype est
¢galement observé sur des coupes de cerveau de souris adultes de 9 mois, a la surface des
cellules neuronales exprimant la DPP4 (dipeptidyl-peptidase-4) (Raffaele et al., 2020) ainsi que
dans des cerveaux de souris plus jeunes de 3 mois (Piechota et al., 2016).
Le fait qu’un traitement de neurones primaires murins au TNFa induise la sénescence

cellulaire (Bae et al., 2022) pourrait indiquer que les microglies qui sécrétent cette cytokine
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pourraient provoquer la sénescence des neurones dans le SNC par le biais d’une communication

paracrine, d’autant plus si elles-mémes sont touchées par le processus de sénescence.

2. Cellules gliales sénescentes

Les cellules gliales sont essentielles a la régulation de ’homéostasie cérébrale et au
maintien des conditions physiologiques nécessaires aux neurones. Une vaste étude menée sur
les cerveaux post-mortem de 480 personnes agées de 20 a 80 ans a identifié¢ une centaine de
genes dont 1’expression est modifiée avec le vieillissement. Elle a également révélé une
sensibilité accrue a I’effet de I’age des cellules gliales par rapport aux neurones, en particulier
dans I’hippocampe (Soreq et al., 2017). Les variations d’expression génique des cellules gliales,
particulierement des microglies, constitueraient une signature renseignant 1’age biologique.
Contrairement aux neurones, les cellules gliales possédent des capacités prolifératives et donc

une susceptibilité a I’attrition des télomeres.

a) Astrocytes sénescents

Les astrocytes sont répartis de manicre hétérogéne dans I’encéphale. Ils représentent
environ 20% des cellules gliales et assurent de nombreux rdles cruciaux dans le SNC
(Herculano-Houzel et al., 2014). Les astrocytes soutiennent les cellules neuronales, régulent la
transmission synaptique, participent au maintien de 1’homéostasie ionique et de la BHE et
jouent un réle important dans les mécanismes de protection en participant a la cicatrice gliale,
en limitant I’excitotoxicité et en sécrétant des cytokines et chimiokines. Les astrocytes peuvent
arborer un phénotype dit « réactif » caractérisé par une prolifération, une hypertrophie et
I’expression de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) (Verkhratsky et al., 2010). Cependant,
le maintien de cet état réactif peut engendrer une astrogliose et devenir néfaste pour
I’organisme, en particulier pendant le vieillissement. Au vu de leur role essentiel dans le
maintien homéostasique des neurones, la sénescence des astrocytes pourrait participer au déclin
cognitif.

Les cultures a long terme d’astrocytes ont entrainé une accumulation de foyers YH2AX
et ’expression de p21€"! (Morena-Blas et al., 2019), sans toutefois induire une sensibilité a
I’attrition des télomeres (F/anary et al., 2004). Différents stress comme le stress oxydant, les
traitements avec un anti-cancéreux étoposide, un inhibiteur du protéasome, la lactacystine, ou

un inhibiteur de sirtuines, la ténovine-1, induisent la sénescence des astrocytes de rongeurs et
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humains qui manifestent alors une augmentation de biomarqueurs de sénescence tels que p53,
p21€PL p16M™NK4A et une activité SA-B-gal (Bitio et al., 2010 ; Bang et al., 2019) ainsi que des
dysfonctionnements mitochondriaux (Bang et al., 2019).

Des astrocytes humains en culture irradiés ont également développé un phénotype sénescent
caractéristique et I’expression d’un SASP via la sécrétion d’IL-6, IL-8 et CXCL-1. Par ailleurs,
des expériences de co-cultures astrocytes-neurones mettent en exergue une diminution de la
capacit¢ des astrocytes sénescents a limiter 1’excitotoxicité induite par [Dactivité
glutamatergique des neurones (Limbad et al., 2020).

In vitro, les astrocytes humains s’averent donc trés sensibles au stress oxydant et
capables de s’engager dans un programme de sénescence lorsqu’ils sont confrontés a de
multiples types de stress. De plus, avec le vieillissement, ils semblent accuser un déclin de leur
action neuroprotectrice, spécialement dans le maintien de la survie neuronale au contact du

glutamate ou du peptide A toxique (Pertusa et al., 2007 ; Yu et al., 2002).

b) Microglies sénescentes

Les cellules microgliales sont les principales cellules immunitaires résidentes du SNC.
Elles assurent un role de protection et de réparation tissulaire. En réponse a une Iésion ou aux
agents pathogenes, ces cellules adoptent un phénotype de « microglie active » favorisant leur
prolifération, leur migration et la sécrétion de médiateurs de I’inflammation et de facteurs de
croissance (Garden et al., 20006).

Au cours du vieillissement, les cellules microgliales subissent de nombreux
changements dont une augmentation de leur densité qui contribue a une neuroinflammation de
bas grade, une diminution du nombre et de la taille de leurs ramifications, une hypertrophie,
une altération de leur aptitude a migrer en réponse a une lésion, une translocation dans des
zones aberrantes et une transformation en microglies dystrophiques (Spittau et al., 2017 ; Wong
etal., 2013).

La proportion de microglie avec un phénotype M2 anti-inflammatoire est nettement
moins importante dans 1’ensemble de la population microgliale de rats agés de 30 mois
comparée a celle de jeunes rats de 3 mois. De plus, dans un contexte de vieillissement
physiologique, les microglies M1 et M2 présentent un raccourcissement des télomeres corrélé
a une diminution de I’activité des télomérases (F/anary et al., 2007).

Le maintien en culture de cellules microgliales de souris agées a entrainé un

raccourcissement de leurs télomeéres, une accumulation de lipofuscine et une augmentation de
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la production de ROS induite par un dysfonctionnement mitochondrial indiquant une
sénescence réplicative (Flanary et al., 2004). L activation chronique in vitro des microglies
promeut un état de sénescence (Vi ef al., 2012). Ritzel et al., ont ¢galement montré, dans le
cerveau de souris de 18 mois, une augmentation des microglies exprimant p16™N&4A et p21€1P1,
une expression augmentée de Bel2, une accumulation de lipofuscine, et des marquages YH2AX
positifs (Ritzel et al., 2019). En outre, les microglies agées tendent a adopter un état activé et
sécretent des médiateurs pro-inflammatoire tels que I’'IL-6, 'IL-1B et le TNFa (Wong et al.,
2013 ; Sierra et al., 2007 ; Yu et al., 2002). L’expression de I'IL-1B et de TNFa semble
dépendante de la protéine p38MAPK (Bachsietter et al., 2011).

Une récente étude de Neumann et al., s’est intéressée aux microglies dystrophiques
retrouvées au niveau de I’hippocampe et du cortex entorhinal de personnes agées de 65 a 92
ans (Neumann et al., 2023) mais il semblerait que ce phénotype dystrophique, soit peu ou pas
associé¢ a la sénescence, les marqueurs habituels n’ayant pas été retrouvés au niveau de ces

microglies particuliéres.

I1 apparait clairement que les cellules du SNC sont en mesure de développer un état de
sénescence cellulaire, entralnant une accumulation de cellules dysfonctionnelles et la sécrétion
de facteurs pro-inflammatoires pouvant participer a une neuro-inflammation de bas grade au
cours du vieillissement physiologique. Cependant, les études actuelles n’ont pas encore permis
d’établir si un type cellulaire en particulier était plus sensible au développement d’un phénotype
sénescent et donc susceptible de le propager aux cellules avoisinantes par le biais d’une
communication paracrine ou juxtacrine. Il apparait donc essentiel d’étudier la contribution
réelle des cellules sénescentes au développement de pathologies cérébrales associées au
vieillissement, telles que la MA, dans le but de comprendre I’implication de la sénescence dans

les processus de neurodégénérescence et €laborer de nouvelles pistes thérapeutiques.
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VI. Sénescence cellulaire dans la maladie d’Alzheimer

1. Marqueurs de sénescence dans la maladie d’Alzheimer

L’expression accrue de biomarqueurs de sénescence chez des patients et des modéles
murins de la MA a suggéré un role du phénotype sénescent dans l’aggravation de la

physiopathologie de la MA (Tableau 4).

Aumgmentation de transcrits codant des

Phénotype Age marqueurs de sénescence SA-B-gal
P301L 6 mois TNFa Inchangée dans CA2
DNF entre 4,5 et 6,5 mois
hTau 7-9 mois pl6, p21, p53 A1 CAl et CA2
Accumulaton de p-Tau a 4-6 mois IL-6, PAI-I, CD11b
P301S 10 mois p16, p21 71 CA2 et CA3
DNF a 6 mois CCL4, TNFa
3xTg-AD 12 mois p21 ND
Plagues AB a 3-5 mois, DNF a 12 mois IL-1B
5xFAD 18 mois pl6, p21 ND
Plaques AB 2-4 mois
Tg2576 19 mois IL-6, IL-1B A

Plaques AB 9 mois

Tableau 4 : Détection de marqueurs de sénescence dans des modéles murins de la MA
L’expression de geénes codant pour des marqueurs de sénescence, dont des médiateurs pro-
inflammatoires associés au SASP et I’activité B-galactosidase associée a la sénescence (SA-B-gal) a été
analysée dans [’hippocampe de six modeles murins de différents ages présentant soit des
dégénérescences neurofibrillaires (DNF), soit des plaques amyloides, soit les deux (données tirées de
Dorigatti et al., 2022 ; Wei et al., 2016).

La sénescence cellulaire pourrait participer a I’accélération de la formation des plaques
amyloides et des DNF. Inversement ces deux lésions pourraient favoriser 1’induction de la
sénescence cellulaire par le biais d’un stress oxydant. Le SNC étant majoritairement composé
de cellules post-mitotiques, il est peu probable que la sénescence réplicative soit impliquée dans
la MA, méme si celle des microglies pourrait contribuer au développement de pathologies
neurodégénératives (/Hu et al, 2021). Les cellules neuronales de sujets atteints de MA ne
semblent pas présenter de diminution significative des télomeres par rapport a des sujets sains
du méme age alors que des télomeres courts ont été observés dans les lymphocytes circulants
(Thomas et al., 2008 ; Eitan et al., 2014 ; Zekry et al., 2010).

Dans le cortex préfrontal de patients atteints de la MA, les astrocytes exprimant p16™NK4A
et des niveaux importants de MMP-1 sont plus répandus que chez des sujets sains agés (B/at

et al, 2012). Dans les microglies humaines, I’augmentation du type M1 correle avec une
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tendance a la diminution de la taille de leurs télomeres et 1’apparition de microglies
dystrophiques (Flanary et al., 2007).

6 INK4A

L’atrophie cérébrale peut étre suivie par I’expression de pl qui correle avec le poids

des cerveaux post-mortem de différents modéles murins de la MA (Musi et al., 2018).

2. Facteurs inducteurs de la sénescence cellulaire dans la maladie d’ Alzheimer

a) Stress oxydant

Dans le contexte de la MA sporadique, plusieurs études ont apporté des preuves
indirectes de I’implication du stress oxydant, en particulier par le biais de dysfonctionnements
mitochondriaux (Demetrius et al., 2013). Ces dysfonctionnements pourraient notamment
résulter de défauts de I’ADNmt, moins abondant dans les mitochondries de patients atteints que
chez des sujets sains. Des cellules de neuroblastomes humains SH-SY5Y rho(0), déficientes en
ADNmt et fusionnées avec des mitochondries provenant de malades ont montré des altérations
fonctionnelles et morphologiques des mitochondries qui apparaissent hypertrophiées ou
gonflées, avec des corps d’inclusion cytoplasmiques (7rimmer et al., 2000).

La sensibilité au stress oxydant provoqué par I’H>O; a aussi été¢ étudiée sur des
fibroblastes de patients atteints de la MA. Les fibroblastes de malades, en plus d’étre résistants
a ’apoptose, ont adopté un phénotype sénescent produisant significativement plus de ROS,
surexprimant la protéine p21¢"! et sous-exprimant la protéine pro-apoptotique Bax,
comparativement aux fibroblastes de patients sains (Naderi et al., 2006).

D’autres mécanismes physiopathologiques de la MA, outre le stress oxydant, peuvent

aussi jouer un role dans I’induction et I’exacerbation de la sénescence cellulaire.

b) AP et sénescence

La présence d’oligoméres de peptides AP semble suffire pour déclencher un phénotype
sénescent dans différents types cellulaire du SNC. Les cellules endothéliales exposées a ces
oligoméres adoptent un phénotype sénescent par le biais de la signalisation p53/p21°*! et de
VEGFR-1. L’inhibition de ce récepteur a permis de réduire I’expression de p21¢'! et d’inhiber
I’induction de la sénescence (Angom et al., 2019). In vivo, le modele murin amyloide APP/PS1

exprime ¢galement des biomarqueurs de sénescence au niveau de 1I’hippocampe et du cortex
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associés a une activation microgliale (/Hu et al., 2022 ; Savage et al., 2002). Cependant, dans
les souris 3xTgAD, seuls les neurones présentant des inclusions de DNF manifestent des
marqueurs de sénescence alors que la présence de plaques AP ne semble pas entrainer ce
phénotype (Musi et al., 2018). Des résultats contradictoires ont été trouvés dans le modele
murin SXFAD ou la présence de plaques AP engendre une augmentation de I’expression de la

protéine p16MNK4A

, en particulier dans les neurones du cerveau. Ce résultat a été corroboré in
vitro, en utilisant des cultures primaires de neurones traités avec des oligomeres d’Af, ce qui a

induit I’expression de p16™&4A (J7ei er al., 2016).

La sénescence touche aussi les cellules souches progénitrices neuronales soumises a un
traitement APi-42 in vitro, inhibant leur prolifération et leur différenciation. Ces données sont
confirmées dans le modéle murin APP/PS1 ou le nombre de cellules souches progénitrices

6INK4A

neuronales sénescentes positives pour pl est significativement augmenté

comparativement aux animaux controles (e et al., 2013).

Il n’est donc pas encore acquis que les oligomeéres d’ A soient a 1’origine de I’induction
de la sénescence des neurones post-mitotiques in vivo. Une augmentation de différents
biomarqueurs étant constatée en présence d’ A, ainsi qu’une activation microgliale, les cellules
gliales pourraient étre impliquées en premicre ligne dans ce contexte.

La diminution de I’activation microgliale dans 1’hippocampe et le cortex des souris
APP/PS1, par le biais d’un inhibiteur de CD38 (principale enzyme de dégradation du NAD
impliquée dans I’activation microgliale), a d’ailleurs été suffisante pour diminuer 1’expression
de cytokines pro-inflammatoires, le nombre de plaques séniles et le ratio APaza0, ce qui a

amélioré les capacités cognitives et d’apprentissage (/i et al., 2022).
Les traitements avec des peptides APi4z (Bhat et al., 2012) ou des oligoméres d’AB

(Ungerleider et al.,2022) sont également capables d’induire un état de sénescence cellulaire et

la production d’un SASP dans les astrocytes.
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c) Tau et sénescence

Bien que la formation de DNF participe au phénoméne de neurodégénérescence, De
Calignon et al., ont montré que les neurones avec DNF survivent, suggérant une résistance a
I’apoptose ainsi que des mécanismes secondaires a I’origine de la toxicité (De Calignon et al.,
2009).

Les DNF peuvent également induire un phénotype sénescent. Dans un modéle murin
transgénique de Tau (P301S), des niveaux élevés de p21¢™! et p27XIP! ont été retrouvés dans
des cellules contenant des inclusions de protéines Tau hyperphosphorylées (Delobel et al.,
20006). C’est est ¢galement le cas dans d’autres modeles murins transgéniques de tauopathies
ou les neurones surexpriment des marqueurs de sénescence cellulaire et du SASP (Musi et al.,
2018).

Chez I’'Homme, le séquencage post-mortem d’ARN sur noyau unique du cortex
préfrontal de deux cohortes de patients atteints de MA a montré que les principales cellules
exprimant des geénes impliqués dans la sénescence sont des neurones excitateurs. Cette
signature d’expression génique est corrélée avec 1’expression des geénes associés aux DNF et
du géne CDKN2D codant pour la protéine p19™K4P Ces données ont été confirmées par des
analyses histochimiques qui ont révélé que les neurones présentant des DNF sont positifs pour
p19MNK4D “accumulent de la lipofuscine et présentaient une morphologie nucléaire aberrante.
Les neurones excitateurs affichent donc des caractéristiques moléculaires et morphologiques
compatibles avec un phénotype de sénescence cellulaire (De/kordi et al., 2021). Les neurones
porteurs de DNF, dont les neurones pyramidaux, expriment également d’autres protéines
répresseurs du cycle cellulaire, a savoir pl6™&4A p15 et p18 (Arendt et al., 1996 et 1998 ;
McShea et al., 1997). L’étude de Musi et al., également menée dans des neurones de patients
contenant des DNF, a montré une surexpression des génes impliqués dans les voies associées a
la sénescence cellulaire dont NF-xkB, TGF-B, TNF, p38MAPK TL-1B et p53 (Musi et al., 2018).

Dans le cerveau atteint de la MA, les astrocytes présentent une expression accrue de
protéines associées a la sénescence telles que p53, p1 6™+ et YH2AX en comparaison avec des
sujets sains de méme age, (7Turnquist et al., 2016). 11 semblerait que 1’expression de ces
protéines au sein des astrocytes soit une conséquence de la présence d’oligomeéres de protéines
Tau induite par la MA comme I’indique 1’étude réalisée par Gaikwad et al., dans le cortex

préfrontal de patients (Gaikwad et al., 2021).
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d) Autres arguments indirects

D’autres preuves indirectes peuvent s’ajouter aux ¢léments montrant le lien entre MA
et sénescence cellulaire. La macroautophagie, dont I’altération est une caractéristique des
cellules sénescentes, s’avere €tre une voie de dégradation primordiale pour la survie des
neurones. L’action de la PS1 est essentielle pour ’acidification lysosomale et la protéolyse au
cours de I’autophagie. Une mutation de cette derniere pourrait donc entrainer une altération de
la protéolyse lysosomale et donc promouvoir une activité SA-B-gal et/ou I’accumulation de

lipofuscine (Lee et al., 2010).

Les cellules gliales sont essentielles pour limiter les agrégats d’AP. Une accumulation
d’astrocytes et de microglies sénescents pourrait donc étre liée a 1’augmentation du risque de
MA sporadique. Ils peuvent également exacerber la physiopathologie de la MA en réponse aux
plaques amyloides et aux DNF neurotoxiques, tandis que les neurones semblent acquérir un

phénotype sénescent uniquement en réponse aux DNF et au stress oxydant.

VII. Traitements sénolytiques

I1'y a actuellement un besoin urgent de traitements neuroprotecteurs efficaces contre les
maladies neurodégénératives. Les cellules sénescentes sont néfastes dans un contexte de
vieillissement ou en lien avec une pathologie. L’¢élimination spécifique des cellules sénescentes
pourrait donc étre une stratégie intéressante pour retarder des maladies qui, comme la MA, sont

liées a I’age.

1. Les agents sénolytiques

Les cellules sénescentes disposent d’un arsenal de protéines de survie qui les rend
résistantes aux stimuli pro-apoptotiques. Les cellules sénescentes s’accumulant en maintenant
I’équilibre entre protéines anti- et pro-apoptotiques ou en surexprimant les protéines de survie
cellulaire, une 1égére perturbation des voies de survie pourrait suffire a induire 1’élimination

des cellules sénescentes.
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Les premiers traitements sénolytiques sont fondés sur les six voies anti-apoptotiques des
cellules sénescentes pouvant étre ciblées par des agents pharmacologiques. Leur utilisation
permet d’induire I’¢limination spécifique de ces cellules aussi bien in vitro qu’in vivo (Kirkland
et al., 2017) et permettent de retarder l'apparition des dégradations liées a 1'age de plusieurs
organes avec peu d’effet sur les cellules saines et non sénescentes (Baker et al., 2012 ; Xu et
al., 2019). Par ailleurs, 1’élimination des cellules sénescentes dans plusieurs contextes
pathologiques tels que le diabéte, I’athérosclérose, la fibrose idiopathique pulmonaire ou encore
les dysfonctionnements cardiaques, montre des résultats prometteurs (Kirkland et al., 2020).
Cependant, les composés sénolytiques actuels agissent sur I’intégralité de I’organisme et
manquent de spécificité.

Les composés sénolytiques de premicre génération sont aussi bien des composés
naturels que des molécules synthétiques. Les plus étudiés agissent principalement sur les voies
impliquant la famille des Bcl-2 anti-apoptotiques, les voies PI3K/AKT, les récepteurs a tyrosine
kinase, de 1’éphrine et la protéine chaperonne HSP90. Les composés de seconde génération
regroupent des promédicaments, des nanoparticules, la pompe sodium/potassium, des
lymphocytes modifiés (cellules CAR-T), des vaccins et des inhibiteurs du SASP (Chaib et al.,
2022) (Figure 36).

La combinaison sénolytique du Dasatinib et de la Quercétine (D+Q) est étudiée dans de
nombreuses pathologies. Le Dasatinib est un anticancéreux utilis¢é dans les leucémies
my¢loides. Il agit sur les récepteurs Ephrines et les récepteurs a tyrosine kinases. La Quercétine
est un flavonoide naturel qui agit sur la voie PI3K/AKT. Le Dasatinib et la Quercétine ont
montré des effets sénolytiques séparément, mais nettement plus importants lorsqu’ils agissent
en synergie. En effet, le Dasatinib est métabolisé par ’enzyme CYP3 A4 appartenant a la famille

des cytochromes P450 et la Quercétine a été identifié comme étant un inhibiteur de CYP3A4.
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Figure 36 : Stratégies des composés sénolytiques

Les différents composés sénolytiques permettant d’aboutir a I’élimination des cellules sénescentes. Les
sénolytiques de premiére génération ciblent les voies anti-apoptotiques en agissant sur la famille des
BCL-2, les récepteurs a tyrosine kinase (TKR), les récepteurs du facteur de croissance (GFR), les
récepteurs a 1’éphrine (EFNBI1), la voie PI3K/AKT, HSP90, AKT, les kinases SRC, I’inhibition de
caspases et la modulation de I’expression de la protéine p53. Les composés sénolytiques de seconde
génération, ils agissent sur les pompes sodium/potassium ATP-dépendantes, les nanoparticules et
promédicaments activés par les lysosomes et ’activité SA-B-gal, les cellules CAR-T, les vaccins
reconnaissant des protéines membranaires spécifiques et des sénomorphiques qui inhibent les
médiateurs pro-inflammatoires associés a la sécrétion du SAPS (Chaib et al., 2022).

2. Effets des traitements sénolytiques sur le cerveau 4gé et Alzheimer

Bussian et al., ont montré que 1’administration a long terme du traitement sénolytique
ABT-263/ navitoclax dans un modé¢le transgénique murin de la protéine Tau (P301S) diminue
significativement les agrégats de protéines Tau ainsi que I’expression de nombreux marqueurs
de sénescence dont pl6™NK4A p19ARE 52 [CIPL T -6 et IL-1B dans I’hippocampe et le cortex
(Bussian et al., 2019). L’élimination des cellules sénescentes exprimant la protéine pl6™K4A
grace au transgene inductible INK-ATTAC a, de surcroit, permis la restauration des fonctions
cognitives dans le test de reconnaissance d’objet a court terme (Bussian et al., 2019).

L’administration a long terme de Dasatinib et de la Quercétine (D+Q) dans le modéele

APP/PS1 présentant des plaques amyloides révele de nombreux effets bénéfiques dont une
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diminution de I’activité SA-B-gal, de I’expression d’IL-6, d’IL-1p et de TNFa associée a une
diminution des plaques d’AP au niveau de ’hippocampe. De plus, ces souris présentent une
amélioration de leurs performances cognitives tant au niveau de 1’apprentissage que des
capacités de mémoire (Z/rang et al., 2019). Ces études précliniques prometteuses ont conduit
au lancement d’études cliniques sur des personnes volontaires saines

Les résultats d’une premiere étude pilote de phase 1 développée chez I’Homme,
SToMP-AD, et consacrée a I’innocuité et la faisabilité¢ de la combinaison D+Q comme thérapie
sénolytique pour moduler la progression de la MA, ont été publiés en 2023. Des prélévements
de LCR pour doser la protéine Tau, 1’estimation des ratios de peptides AP, des niveaux de

6NK4A et d’IL-6, et des évaluations des performances cognitives ont été réalisés chez les

pl
participants sains de 70 ans (Gonzales et al., 2023). La pénétrance du Dasatinib dans le cerveau
a été confirmée ainsi que I’absence d’effets secondaires indésirables graves. La poursuite de

cette étude en phase 2 a donc été décidée.
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Contexte du projet doctoral

La maladie d’Alzheimer (MA) est une pathologie neurodégénérative incurable dont le
développement est favorisé par une multitude de facteurs de risque, parmi lesquels figure la
qualité du sommeil. Actuellement aucune étude ne permet d’affirmer si ce sont les plaques
amyloides ou les dégénérescences neurofibrillaires qui induisent en premier des déficits au
niveau de ’architecture du sommeil, mais toutes deux se répercutent sur la quantité et la qualité
de sommeil, affectant la physiopathologie de la MA. Les troubles du sommeil sont
fréquemment retrouvés chez les patients atteints de MA. Le syndrome d’apnée du sommeil
(SAS) est le plus fréquent de ces troubles et se caractérise par des interruptions répétées et
incontrdlées du flux respiratoire pendant le sommeil. Ces apnées entrainent une fragmentation
du sommeil et une hypoxie intermittente (HI). De plus, le SAS est responsable de nombreux
effets néfastes, retrouvés également dans la physiopathologie de la MA, tels qu’une mort
neuronale, un dysfonctionnement synaptique, une neuroinflammation chronique ou encore un
stress oxydant au niveau cérébral. Il apparait donc essentiel de comprendre le role du SAS, en
particulier de I’HI, dans le développement de la MA. Identifier et traiter les facteurs de risque
pouvant favoriser le développement et/ou I’aggravation de la MA représente en effet une
stratégie intéressante pour retarder I’apparition des symptomes en I’absence de traitements
curatifs.

L’age est un facteur de risque important de la MA et du SAS, et pourrait apparaitre
comme un lien central. Récemment, une des composantes importantes du vieillissement, la
sénescence cellulaire, a émergé comme une cible pertinente pour les interventions
thérapeutiques dans les maladies li¢es a 1'age, dont la MA. En effet, la sénescence cellulaire est
observée dans le cerveau vieillissant et pourrait s’avérer décisive pour la transition du
vieillissement cérébral physiologique vers la neurodégénérescence. Ce processus,
principalement caractérisé par 1’expression de protéines inhibitrices du cycle cellulaire, le
développement d’un phénotype sécrétoire inflammatoire associé¢ a la sénescence et une
résistance accrue a l’apoptose, peut notamment étre induit par un stress oxydant. Il est
actuellement admis que I’accumulation des cellules sénescentes dans un tissu 4gé est néfaste et
qu’elle jouerait un role crucial dans les maladies neurodégénératives, dont la MA. Cependant,
les mécanismes favorisant ce processus et la manicre dont les cellules sénescentes contribuent

a la MA restent largement méconnus.
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Objectifs et stratégies expérimentales

Des études trés récentes mais encore peu nombreuses ont montré que 1’HI chronique
génere, dans des modeles cellulaires et des modéles murins, des effets délétéres pouvant soit
étre la résultante de I’accumulation de cellules sénescentes, soit favoriser leur installation dans
les tissus cérébraux (Badran et al., 2023 ; Gong et al., 2020 ; Khuu et al., 2019). De plus, des
¢tudes sur les effets de I’HI dans des différents modéles murins de la MA, reflétant a la fois les
pathologies amyloide et Tau, ont montré une augmentation de la sénescence dans I’hippocampe,
structure majoritairement touchée dans la MA (Dorigatti et al, 2022). L’utilisation de
traitements sénolytiques, permettant d’¢liminer les cellules sénescentes pourrait méme
améliorer I’efficacité du traitement par pression positive continue (Badran et al., 2023)

L’objectif principal de mon projet est d’étudier I’effet de I’HI, un modéle expérimental
du SAS, comme un stress chronique inducteur et accélérateur du vieillissement cérébral par le
biais de la sénescence cellulaire pouvant favoriser le développement de la MA. Pour cela, des
souris de souche sauvage et des souris modeles progressifs de la MA (PS1Ki) de trois différents
ages sont soumises a une HI chronique et sévere.

Le premier objectif est d’étudier 1’effet de I’HI sur la sénescence cellulaire dans le
cerveau de souris sauvages au cours du vieillissement. En premier lieu, nous avons cherché a
savoir si le protocole d’HI chronique était suffisant pour induire un déficit de la mémoire de
reconnaissance d’objet, comme c’est le cas pour la mémoire spatiale (Sun ef al., 2005). Dans
un second temps, nous souhaitions savoir si I’HI était suffisante pour favoriser I’expression de
marqueurs typiques de la sénescence cellulaire au niveau de I’hippocampe, structure
particulierement touchée dans la MA. Nous avons également étudié I’effet de I’HI en fonction
de I’age. Puis, nous avons entrepris d’identifier les types cellulaires neuraux susceptibles de
devenir sénescents a la suite d’une exposition a I’HI. Enfin, nous avons interrogé le stress
oxydant comme potentiel stress inducteur du développement et/ou du maintien d’un état de
sénescence en fonction de I’age chronologique. Nous nous sommes également intéressés a deux
autres structures cérébrales touchées a différents stades dans la MA, le cortex entorhinal et le
cortex préfrontal. Pour cela des souris sauvages et PS1Ki, adultes ou agées, ont été exposées a

I’HI de maniere chronique.
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I. Animaux

Des souris males C57BIl/6J (souris sauvages WT) provenant de Charles River et
PS1M146V knock-in (PS1Ki) (Guo et al., 1999) provenant de I’Institut de la Longévité UMS28
a Ivry-sur-Seine ont été utilisées dans le cadre de ce projet. Ces souris ont été maintenues avec
un cycle nycthéméral de 12 heures, ainsi qu'un acces ad /libitum a 1’eau et a la nourriture.
L’ensemble des expérimentations effectuées sur les souris a obtenu les autorisations
APAFIS#12849 le 16 octobre 2018 et #32693, le 20 décembre 2021 (APAFIS renouvelé en
raison d’un déménagement du lieu d’expérimentation d’Ivry-sur-Seine a I’Institut Biologie
Paris Seine sur le campus de Jussieu).

Les souris PS1Ki sont un mod¢le transgénique de la forme familiale de la MA. La
mutation M146V (remplacement d’une valine par une méthionine en position 146) entraine une
transmission autosomique dominante de la MA familiale, en augmentant 1’ AB4> soluble, ce qui
favorise I’amyloidogenése. Cette mutation est directement introduite dans le géne PS1 murin
en remplacant I’exon homologue du géne PS1 de la souris par I’exon codant pour cette mutation
PS1 liée a la MA. Ces souris PS1Ki, a I’état homozygote, expriment a un niveau physiologique
uniquement la protéine PS1 mutante, (en I’absence de PS1 endogéne de souris de type sauvage),
contrairement aux autres souris transgéniques dans lesquelles le transgéne mutant est
surexprimé a des niveaux supra-physiologiques et dans lesquelles la PS1 de souris de type
sauvage est également exprimée. Les souris PS1Ki présentent une augmentation d’ AB42 soluble
(Sun et al., 2005) et un phénotype qui s’aggrave avec 1’age, mais en absence de plaques
amyloides et de DNF.

Au niveau de la cognition, les souris PS1Ki présentent un déficit cognitif qui s’accentue
avec I’age. Dans le test de la piscine de Morris, une légere détérioration de la mémoire spatiale
a été décrite chez ces souris dés I’age de 3 mois. Ce déficit peut étre compensé avec un
surentrainement jusqu’a 1’age de 6 mois, ce qui n’est plus le cas a partir de ’age de 9 mois
lorsque les souris présentent une altération marquée de cette mémoire dépendante de
I’hippocampe (Sun et al., 2005). A 3 mois, les souris présentent également une altération de
I’apprentissage contextuel mesuré avec un test de conditionnement par la peur (/Wang et al.,
2004).

Ces déficits cognitifs peuvent s’expliquer par des altérations de la plasticité synaptique.
En effet, dés I’age de 3 mois, les souris PS1Ki ont un déficit de maintenance de la
potentialisation a long terme tardive (L-LTP). Cette altération est davantage visible a 6 mois,

accompagnée par une phase de maintenance plus élevée et qui perdure jusqu’a 12 mois.
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Concernant la potentialisation a long terme précoce (E-LTP), I’altération est progressive avec
une augmentation transitoire entre 3 et 6 mois puis une diminution a 12 mois (Auffret et al.,
2010). Les souris porteuses de la mutation PS1Ki présentent également une perte de connexions
synaptiques accompagnée de modifications structurelles des épines dendritiques. En effet, dés
I’age de 3 mois, les souris PS1Ki présentent une altération du nombre d’épines dendritiques au
niveau des neurones de I’hippocampe. A partir de 6 mois, leur morphologie est impactée,
marquée par une forme plus allongée (Sun ef al., 2074). La mutation a entrainé également un
défaut de maintien et de stabilisation des €pines. Ceci pourrait provenir d’une altération de
I’homéostasie calcique neuronale qui résulterait d’un défaut d’entrée de calcium au niveau des
synapses (Sun et al., 2014). 11 a également été montré que la mutation de la PS1 dans des
neurones hippocampiques postnataux entrainait une vulnérabilité a la neurotoxicité induite par
le glutamate. Cette vulnérabilité semble corréler avec une perturbation de 1’homéostasie
calcique (augmentation de la libération de calcium par le réticulum endoplasmique), un stress
oxydant accru (augmentation des niveaux de peroxyde d’hydrogene, des espéces réactives de
I’oxygéne mitochondriales et de la peroxydation des lipides membranaires) et un
dysfonctionnement mitochondrial (diminution du potentiel transmembranaire mitochondrial)
(Guo et al., 1999).

Wang et al. ont montré une diminution de la neurogenése uniquement au niveau du
gyrus denté, qui pourrait étre I’'un des mécanismes qui sous-tend le déficit d’apprentissage
associatif (test de conditionnement par la peur). Cette diminution n’est pas présente au niveau

des différentes cornes d’Ammon de I"hippocampe (/Vang et al., 2004).

En résumé, les souris PS1Ki sont un modéle transgénique d’étude de la MA intéressant :
1) les mutations du géne PS1 représentent plus de 60% des formes familiales de la MA ; ii) ces
souris présentent un phénotype exacerbé avec 1’dge, avec une atteinte hippocampique
progressive marquée par des déficits cognitifs et synaptiques, une altération de 1’homéostasie
calcique, un stress oxydant, un dysfonctionnement mitochondrial ainsi qu’une altération de la
neurogenese. Ces altérations, tout comme 1’augmentation d’Af342 soluble, sont aussi retrouvées
dans I’hippocampe des patients atteints de la MA. Par ailleurs, ces souris présentent une
longévité suffisante pour étudier le vieillissement, une composante importante de notre étude

pour laquelle nous avons utilisé des groupes de souris de 3, 12 et 22 mois.
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II. Exposition a ’hypoxie intermittente et a la normoxie

Les souris sont exposées au protocole d’hypoxie intermittente chronique (HI) (Sforza et
al., 2016). Elles sont placées dans une chambre d’HI ou dans une chambre de normoxie
(Bioconcept) pendant 6 semaines (4 a 5 souris par chambre). Les souris placées en HI sont
exposées a des cycles de variations de la FiO» (fraction inspirée en oxygene) de 21% et 5%
toutes les 45 secondes pendant 8 heures par jour (de 8h a 16h), grace au controleur Oxycycler
A84XOV (Biospherix) controlant I’arrivée de 1’azote et de 1’air comprimé. Ce systéme permet
de mimer la forme sévere du SAS avec des désaturations importantes en oxygene (Gille et al.,
2018) (Figure ). Les souris placées en normoxie ont un taux d’oxygeéne dans 1’air maintenu a
21% avec des purges d’air cycliques pendant 8 heures par jour également, imitant le bruit et le
mouvement d’air de la chambre d’HI. La température de la piece est maintenue a 21°C + 1,4°C

et ’hygrométrie a 50% + 8%. Un suivi du poids des souris est effectué chaque semaine.
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Figure 37 : Suivi de saturation en oxygene lors de cycles d’hypoxie intermittente

Pourcentage de la saturation en oxygéne (SpO*) mesurée par oxymétrie de pouls lors de cycle de 90
secondes d’hypoxie intermittente faisant varier la fraction inspirée en oxygene de 21 a 6% chez des
souris C57B1/6J agées de 2 a 3 mois. N2 : injection d’azote (Gille et al., 2018).
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III. Tests de comportement

1. Test du labyrinthe en croix surélevé

Le test du labyrinthe en croix surélevé (elevated plus maze, EPM) est couramment
utilisé chez le rongeur pour évaluer I’anxiété. Les premiéres études utilisant ce test remontent
aux années 80 avec Handley et Mithani ainsi que Pellow et al., qui se sont inspirés des travaux
de Montgomery effectués chez le rat (Handley et Mithani, 1984 ; Pellow et al., 1985 ;
Montgomery, 1958). Le labyrinthe a ensuite été adapté par Lister pour une utilisation chez la
souris (Lister, 1987). Le test du labyrinthe en croix surélevé est fondé sur I’aversion naturelle
des souris pour les zones ouvertes et élevées, ainsi que sur leur comportement exploratoire
spontané face a de nouveaux environnements. Le labyrinthe est composé de 4 bras (35x6 cm) :
deux bras ouverts (BO) et deux bras fermés (BF) par des parois (hauteur : 19 cm). Les bras
identiques sont I’un en face de ’autre formant une croix se trouvant a 74 cm du sol. L’ensemble

du labyrinthe est illuminé indirectement par 90 lux.

Chaque souris a effectué le test du labyrinthe en croix surélevé deux fois : une fois avant
et une fois apres les 6 semaines de normoxie ou d’HI. Les souris sont leur propre controle.
Avant le test, les souris ont effectué¢ une phase d’habituation d’une heure dans la pi¢ce du test.
Puis, les souris ont été placées au centre du labyrinthe, a I’intersection des quatre bras, la téte
orientée toujours vers le méme bras ouvert. Elles étaient alors libres d’explorer le labyrinthe
pendant 10 minutes. Un systéme de vidéo tracking (caméra connectée a un ordinateur équipé
du logiciel EthoVision WT 13, Noldus, Pays-Bas) permet de suivre et d’analyser les
déplacements des rongeurs au cours du test. Le nombre d’entrées et le temps passé
respectivement dans les bras ouverts et les bras ferméss ont été comptabilisés uniquement
lorsque les souris avaient les quatre pattes dans 1’un des bras. Un animal présentant un
comportement anxieux aura tendance a passer plus de temps dans les bras fermés. Le labyrinthe

est nettoy¢ entre chaque souris avec de la chlorhexidine (Hibitane 5%).
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2. Test de reconnaissance d’un nouvel objet dans un labyrinthe en Y

Le test de reconnaissance d’un nouvel objet (novel object recognition NOR) est [’un des
paradigmes les plus largement utilisés pour étudier la mémoire des rongeurs. Ce test a été utilisé
pour la premiere fois chez le rat par Berlyne en 1950 (Berlyne, 1950). 11 a ensuite été développé
par Ennaceur & Delacour en 1988, puis adapté aux souris une vingtaine d’années aprés par
Murai et al., en 2007 (Ennaceur et Delacour, 1988 ; Murai et al., 2007). Ce test est non aversif
et repose sur la volonté innée des rougeurs d’explorer la nouveauté en 1’absence de
renforcements extérieurs. Le test de reconnaissance d’objets peut s’effectuer dans divers
environnements.

Pour notre étude, nous avons choisi d’effectuer ce test dans un labyrinthe en Y composé
de 3 bras identiques (bras A, B et C ; 25(L) x 10 (1) x 32(H) cm) afin de favoriser I’attention
des souris aux stimuli et de minimiser les facteurs spatiaux et contextuels (Arque et al., 2008 ;
Dellu et al., 1997). Ce test se déroule sur 4 jours consécutifs lors de la 6™ semaine de normoxie
ou d’HI et comprend 3 phases : une phase d’habituation (1 jour de test, la souris est libre
d’explorer le labyrinthe pendant 10 minutes), deux sessions d’apprentissage (2™ et 3™ jours
de test, la souris est libre d’explorer deux objets identiques placés aux extrémités des bras A et
B pendant 5 minutes) et une phase de test (4°™ jour de test, la souris est libre d’explorer deux
objets aux extrémités des bras A et B dont I’'un a été changé pour un nouvel objet pendant 5
minutes). Chaque jour de test est séparé de 24 heures pour une étude de la mémoire de
reconnaissance d’objet a long terme. A chaque phase, la souris a ét¢ introduite dans le labyrinthe
par I’extrémité du bras ne contenant aucun objet (bras C), avec la téte orientée vers les deux
autres bras du labyrinthe. La souris était alors libre d’explorer le labyrinthe pendant 5 min.
L’ensemble du labyrinthe est illuminé par 300 lux et nettoyé entre chaque souris avec de
I’Hibitane 5%. Un systéme de vidéo tracking (caméra connectée a un ordinateur équipé du
logiciel EthoVision WT 13, Noldus, Pays-Bas) permet de suivre et d’analyser les déplacements
de I’animal au cours du test. Le nombre d’entrées et le temps passé respectivement dans chaque
bras du labyrinthe en Y ont été comptabilisés lorsque les souris avaient les quatre pattes dans
I’un des bras. Deux paramétres ont été comptabilisés par 1I’expérimentateur : le nombre et le
temps d’exploration des différents objets. Un animal ne présentant pas de déficit de la mémoire
de reconnaissance reconnaitra I’objet familier et passera donc plus de temps a explorer le nouvel
objet (Ennaceur, 2010).

Un seuil minimum de 15 secondes d’exploration de chaque objet lors de la phase

d’apprentissage a été appliqué pour s’assurer que les souris puissent étre dans les bonnes
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conditions pour différencier I’ancien objet de I’objet nouveau ou de 1’objet déplacé lors des

tests. Les souris ne répondant pas a ce critére ont été exclues des analyses (n=4).

IV. Perfusion intracardiaque et prélevement cérébral

A la fin des 6 semaines d’exposition a I’HI ou a la normoxie, les souris agées de 3 mois,
12 mois et 22 mois ont regu une injection sous-cutanée de Métacam (5mg/kg) pour limiter la
douleur, suivie d’une sédation profonde par une injection intrapéritonéale d’Euthasol Vet
(0,035 uL/g).

Pour I’analyse immunohistochimique, les cerveaux ont été prélevés apres perfusion
intracardiaque : la moiti¢ des souris a été rapidement perfusée en intracardiaque avec 50 mL de
solution saline tamponnée au phosphate (PBS 1X), puis avec 150 mL de paraformaldéhyde 4%
(PFA 4%). Apres extraction, les cerveaux ont été placés dans trois bains successifs a 4°C : un
bain de PFA 4% durant 24 heures, puis un bain de sucrose 15% dilué¢ dans du PBS 1X pendant
24 heures et enfin dans un bain de sucrose 30% dilué dans du PBS 1X jusqu’a ce que les
cerveaux ne flottent plus a la surface de la solution. Des coupes coronales de 20 pm ont ensuite
été réalisées a I’aide d’un microtome (Leica) et placées dans une solution de stockage (Amaral,
glycérol 30%, éthyléne glycol 30%, tampon phosphate 0,24 M 10%) a -20°C.

Pour les analyses géniques et protéiques, les cerveaux ont été prélevés sans perfusion
intracardiaque. Les cerveaux des souris non perfusées ont été rapidement extraits et placés dans
une solution physiologique froide. Le cortex préfrontal droit et gauche, 1I’hippocampe droit et
gauche ainsi que le cortex entorhinal droit et gauche ont été prélevés et placés dans des
cryotubes a -80°C. Un hémisphere cérébral était réservé pour 1’analyse génique et 1’autre pour

I’analyse protéique.
V. Coloration de I’activité B-galactosidase associée a la sénescence
Cette technique de coloration a été adaptée a partir des protocoles de Dimri et al., et
Piechota et al., (Dimri et al., 1995 ; Piechota et al., 2016). Les coupes cérébrales de 20 pm ont

¢été incubées dans un tampon phosphate pH 6.0 (40 mM) contenant du ferrocyanure de

potassium (5 mM), ferricyanure de potassium (5 mM), NaCl (5 mM), MgCI2 (150 mM), et X-
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gal (5-bromo-4-choloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside ; 1mg/mL) pendant 24 heures a 37°C
sous une douce agitation. Apres incubation, les coupes ont été rincées 3 fois dans du PBS 1X
pour effectuer des immunohistochimies. La coloration est ensuite observée avec un microscope
inversé¢ (DMi8, Leica) en lumicre transmise. Des mosaiques sont réalisées au grossissement

x50 permettant de visualiser I’hippocampe dans son intégralité.

VI. Immunohistochimies et acquisitions des images

Les coupes cérébrales colorées ont été rincées avec du PBS 1X et du triton 0,4% (PBS-
T) puis perméabilisées et saturées avec 20% de sérum d’ane (NDS ; 017-000-121, Jackson
ImmunoResearch) dans du PBS-TG (PBS + Triton 0,4% + gélatine 2g/L + lysine 0,1 M + azide
0,02%) pendant 2 heures a température ambiante. Les coupes ont ensuite ét¢ incubées avec des
anticorps primaires anti-GFAP de souris (dilution 1/400, G3893 clone GAS, Sigma-Aldrich)
pour identifier les astrocytes réactifs, anti-NeuN de souris (dilution 1/500, MAB377 clone A60,
Sigma-Aldrich) pour identifier les neurones et anti-p16™%4 de lapin (dilution 1/500, PAS5-
20379, Invitrogen) pour identifier une protéine répresseur du cycle cellulaire, dans du PBS-TG
pendant une nuit a 4°C sous agitation douce. Apres ringage dans du PBS-T, les coupes ont été
incubées avec des anticorps secondaires anti-souris (dilution 1/200, 715-545-150, Jackson
ImmunoResearch) ou anti-lapin (dilution 1/200, 711-455-152, Jackson ImmunoResearch)
conjugués a un Alexa Fluor 488 et anti-souris (dilution 1/200, 715-175-150, Jackson
ImmunoResearch) ou anti-lapin (dilution 1/200, 711-175-152, Jackson ImmunoResearch)
couplés au CyS5 dans du PBS-TG pendant 2 heures a température ambiante sous agitation douce.
Les coupes sont de nouveau rincées dans du PBS-T, puis incubées dans du Hoechst (H3570,
ThermoFisher) dilué au 1/25 000 dans du PBS-TG pendant 5 minutes a température ambiante.
Aprées deux derniers ringages au PBS-T, les coupes ont ét¢ montées entre lame et lamelle a
I’aide du milieu de montage Mowiol®.

La fluorescence été visualisée avec un microscope inversé (DMi8, Leica) possédant une
caméra monochrome et une caméra couleur a I’objectif de x400. Les co-localisations de

marquage ont été analysées a 1’aide du logiciel Fiji et du plugin JACoP.
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VII. Extraction des protéines et Western blots

Les hippocampes, cortex entorhinaux et préfrontaux prélevés ont été broyés a froid avec
des pilons puis au sonicateur dans un tampon de lyse (9803, Cell Signaling). Aprés une
incubation de 15 minutes, les échantillons ont été centrifugés a 14 000 g pendant 15 minutes a
4°C. Puis, les surnageants contenant les protéines ont été¢ recueillis et les concentrations
protéiques mesurées a 1’aide d’un kit de dosage BCA (23250, ThermoFisher) dans un lecteur
de microplaque PowerWase XS (Biotek) a 570 nm.

Trente pg de chaque échantillon ont été dénaturés dans du tampon Laemmli 1X
(1610747, Biorad) ou dans du tampon LDS 1X (B0007, Fisher Scientific) contenant des
inhibiteurs de phosphatases et de protéases 2X (78429, ThermoFisher Scientific) pendant
respectivement 6 minutes a 95°C et 10 minutes a 70°C.

Les protéines ont ensuite été séparées par SDS-PAGE 4-15% (5671084, BioRad) et
transférées sur une membrane de nitrocellulose de pores de 0,45 pm (1620094, BioRad). Apres
1 heure de blocage dans une solution de sérum de veau feetal décomplémenté ou de lait demi-
écrémé 5% dilués dans une solution saline tamponnée au Tris 1X et 0,001% de triton (TBS-T),
les membranes ont été incubées avec les anticorps primaires anti-p16™<4A de souris (dilution
1/1000, MA5-17142, Invitrogen), anti-p21¢'?! de lapin (dilution 1/750, ab188227, Abcam),
anti-caspase 3 (dilution 1/1000, 9662, Cell Signaling), PARP1 (dilution 1/1000, 7150, Santa
Cruz) et B-actine (dilution 1/5000, A5441, Sigma-Aldrich) pendant une nuit en chambre froide
avec une agitation douce. Apres ringage au TBS-T, les membranes ont ensuite été incubées
1h30 a température ambiante avec un anticorps secondaire anti-lapin ou anti-souris couplé a de
I’HRP (dilution a 1/5000 ou 1/10 000 respectivement, NA934V ou NA931V, GE HealthCare
UK). Les bandes ont été révélées par ECL standard ou max (1705061 ou 1705062, BioRad) en
utilisant le ChemiDoc MP Imaging System (Biorad). Les différentes bandes ont été quantifiées

a I’aide du logiciel Fidji by Imagel.

VIII. Oxyblot

Dix pg de protéines provenant des hippocampes ont été incubées toute la nuit a 4°C avec une
cyanine hydrazide 555 (dilution 1/10, CF55500101, Biotium) dans du tampon de Laemmli sans

bleu de bromophénol. Les échantillons sont séparés par SDS-PAGE en utilisant des gels
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AnyKD (5671123, Biorad) avant d’étre longuement lavés dans un tampon contenant de
I’éthanol et de I’acide citrique. Les gels ont été révélés avec le Chemidoc MP Imaging System
(Biorad). Pour visualiser les protéines totales, les gels ont ensuite été incubés 1 heure avec le
colorant bleu de coomassie (ab119211, Abcam) avant d’étre une nouvelle fois révélés au

Chemidoc. Les différentes bandes ont été quantifiées a 1’aide du logiciel Fidji by Imagel.

IX. Extraction d’ARN et RT-qPCR (PCR en temps réel)

Les différents échantillons cérébraux ont été prélevés et broyés dans du trizol
(Thermofisher) pendant 10 minutes, avant 1’ajout de 1-bromo-3-chloropropane. Aprés 15
minutes de centrifugation a 12 000 g a 4°C, la phase aqueuse a été prélevée et incubée dans du
2-propanol. Les échantillons de cortex préfrontal, étant trés petits, ont été précipités toute la
nuit & -20°C avec 20ug/puL de glycogeéne avant d’étre centrifugés, tandis que les autres
¢échantillons ont été directement centrifugés pendant 10 minutes a 12 000 g a 4°C. Apres
¢limination du surnageant, les culots contenant les ARNm ont été lavés trois fois avec de
I’¢thanol 70% puis resuspendus dans de 1’eau et dosés a 1’aide d’un nanodrop 2000
(ThermoFisher). La transcription inverse a été réalisée sur 500 ng d’ARN a I’aide du kit
ReverAid First Strand cDNA Synthesis Kit (K1622, ThermoFisher). La qPCR a ensuite été
réalisée a I’aide du SYBR Green PCR Master Mix (04887352001, Roche Life Science) dans

un LichtCycler 480-II (Roche Life Science) avec les amorces listées dans le tableau 5.

Les niveaux d’ARNm ont été normalisés par rapport a la moyenne géométrique de 2
genes de référence (HPRT1 et RPLPO) dont I’expression n’est pas affectée par le phénotype ou
I’exposition a I’HI. Les résultats ont été exploités a 1’aide du logiciel LightCycler480 Software
release 1.5.0 et exprimés a 1’aide de la formule suivante, en prenant en compte chacune des

efficacités par rapport a une gamme :

EffiCClCité du géne Cible(moyenne Cp controle des génes cibles—Cp geéne cible)

Efficacité du géne de ménage(moyenne Cp controle des génes de ménage—Cp gene de ménage)

Un produit de chaque RT-qPCR a également été récupéré pour migrer sur gel d’agarose 2%

pendant 1 heure a 110V dans le but de confirmer que seul I’amplicon d’intérét a été amplifié.
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Nom amorces

Sens

Séquence

Taille

Température Temps

amplicon  hybridation élongation
TCT TTG CTG ACC TGC TGG ATT ACA T
HPRT1 (souris) Sens CTTTG CTG ACCTGC TGG CAT 528 pb 59°C 20 sec
Anti-sens  CCA GGG AAA GCA AAG TTT GCATT
TGC ACT CTC GCT TTC TGG A
RPLPO (souris) Sens CCCTGCACT CTC GCTTICTGG 212 pb 58°C 20 sec
Antisens AGG GGC AGCAGC CGC AAA TG
BAX (souris Sens AGG ATG CGT CCA CCA AGAAG 06pb s8°C 20 s
Antisens  CTT GGA TCC AGA CAA GCA GC
S CCG GTC TCT TCA GGG GAA AC
BCL2 (souris) ens 195pb  58°C 20 sec
Anti-sens CCC GGT TGC TCT GAG ACATT
TCC TTT GGA GCC TCC TCT ACT
BDNF (souris) Sens CCTITGGA GCCTCCTCTACT € 150 pb 60°C 20 sec
Anti-sens  GCT GTG ACC CAC TCG CTA A
A ATCTA TAA TGT CA
GLBI (souris) Sens GCA CGG CATC Greacc 125 pb 58°C 20 sec
Antisens AGC GGG GTA TCC GGA AGT A
L1 (souris Sens GCTGAAAGCTCTCCACCTCAATG ) oc s
Antisens TGT CGT TGC TTG GTT CTC CTT G
S ATC CAG TTG CCT TCT TGG GAC TGA
IL6 (souris) ens 134pb  58°C 20 sec
Anti-sens TAA GCC TCC GAC TTG TGA AGT GGT
AT CAG CAA CAA CAT AAG CGT
INFy (souris) Sens GGC CAT CAG CAA CAAC GCGT g b 64°C 20 sec
Anti-sens TGG GTT GTT GAC CTC AAA CTT GGC
T CAG ATT GAG TAT GA
LMNBI (souris) Sens GGG COT CAG ATT GAG TAT GAG 230pb  60°C 20 sec
Antisens  TTA GAG AGC TGT GAG GAG AGG
VIMP! (souris) Sens CCA TCG CGA GAG CCT TTA GA T b e s
Antisens TCG CCT TCC TCC TCA AAG AC
S GCT CCG AGG AGA TCAACG AG
NOTCHI (souris) en's 268 pb 58°C 20 sec
Anti-sens TTG ACA TCA CCC TCA CAC CG
AACT CGA GGA GAG CCA T
pI6INK4A/CDKN2A (souris) o™ CGAACT CGA GGA GAG CCATC 98 pb 64°C 15 sec
Anti-sens CAG TGC CCG CAC GTC A
TT AC AGG AGC AAA
p2ICIPI/CDKNIA (souris) GTTCCG CACAGGAGCAAA G 126pb  60°C 20 sec
Anti-sens  GTC AAA GTT CCA CCG TTC TCG
pI9ARF/CDKN2A (souris) o™ TCT CAC CTCGCTTGT CACAG 226 pb 64°C 20 sec
Antisens CGG CCC TCT TCT CAA GAT CC
S CGT AAA CGC TTC GAG ATG TTC C
p53/TP53 (souris) ens 140pb  58°C 20 sec
Antisens TTA TGG CGG GAA GTA GAC TGG
S ACT GCA TCC TTG ATG TCT CA
PSDY5 (souris) ens CTGCATC Gce 254pb  58°C 20 sec
Anti-sens TTC GAT GAC ACG TTT CAC TTT GT
ACTCAAAT TTT
TNFa (souris) Sens GGACTC GG GCTTTC CG 79 pb 56°C 15 sec
Antissens  AAC CTGACC ACT CTC CCT TTG

Tableau 5 : Récapitulatif des amorces

Amorces utilisées pour 1’analyse par qPCR comprenant leur séquence 5°-3°, la taille de I’amplicon, la

température d’hybridation permettant d’obtenir la meilleure efficacité et la durée d’¢élongation.

X. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 9.0

software Inc. et les données exprimées en moyennes = SEM. Les données provenant des tests

de comportement et du suivi du poids pour les différents groupes ont été comparées entre elles

a l’aide d’un test ANOVA a deux facteurs suivi d’un post-test de Tukey, le nombre

d’échantillons étant différents entre les groupes. Un test supplémentaire a été effectué pour le

test de reconnaissance d’objet en vue d’analyser la réussite ou non des animaux pour ce test au

moyen d’un test de Student a un échantillon au seuil de 50%. Pour comparer deux groupes entre

eux, comme c’est le cas pour I’analyse de I’expression génique, protéique et de la carbonylation
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des protéines, un test de Student ou un test de Mann-Whitney a été réalisé en fonction de la

normalité des échantillons.

XI. Déroulement du protocole expérimental

Les souris males WT et PS1Ki de 1,5 mois, 10,5 mois et 20,5 mois ont effectué le test
du labyrinthe en croix surélevé avant d’étre placées soit dans une chambre de normoxie, soit
dans une chambre d’hypoxie intermittente 8 heures par jour pendant 6 semaines, pour évaluer
leur état d’anxiété avant exposition au protocole expérimental. Les souris en HI subissent une
variation de la FiO; de 21 a 5% toutes les 45 secondes pour mimer une hypoxie sévere et
chronique. Le maintien du taux d’oxygene est assuré par une entrée d’air comprim¢ tandis que
la diminution de I’oxygene dans la chambre d’HI est assurée par une double entrée d’azote. Les
souris en normoxie sont exposées aux variations cycliques des flux d’air en maintenant une
Fi02 de 21%. Lors de la derniére semaine de normoxie ou d’HI, les souris effectuent le test de
reconnaissance d’objet ainsi que le test du labyrinthe en croix surélevé. Apres six semaines de
traitement, les souris forment ainsi le groupe des souris de 3 mois, 12 mois et 22 mois et sont
ensuite sacrifiées soit pour récupérer leur cerveau pour analyse immunohistochimique, soit pour
prélever des structures cérébrales d’intérét destinées aux analyses protéique et génique, et

forment (Figure 38. A).

L’hippocampe, le cortex entorhinal et le cortex préfrontal de I’un des hémispheres
cérébraux sont prélevés pour en extraire les ARNm. Une fois les ARNm rétro-transcrits en
ADN complémentaire, une analyse génique est réalisée a I’aide de la technique de la qPCR (1).
L’hémisphere cérébral droit est utilisé pour en extraire les protéines. Une analyse de la
carbonylation des protéines est réalisée sur les tissus hippocampiques grace a un marquage par
des cyanines hydrazides qui réagissent avec les groupes carbonyles libres des protéines (2). La
technique du Western blot est également utilisée pour analyser I’expression de protéines
d’intérét a I’aide d’anticorps spécifiques couplés a une HRP (3). Enfin, des coupes au cryotome
sont réalisées sur d’autres cerveaux perfusés en vue d’identifier par immunohistochimie les

types cellulaires exprimant des protéines d’intérét (4) (Figure 38. B).
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Figure 38 : Protocole expérimental et déroulement du projet

A. Des souris WT et PS1Ki de 1.5, 10.5 et 20.5 mois sont soumis 6 semaines a une normoxie (Fi02
maintenue a 21%) ou une hypoxie intermittente (FiO2 varie de 21 a 5%). Les souris effectuent le test
du labyrinthe en croix surélevé (EPM) avant et aprés le protocole expérimental ainsi que le test de
reconnaissance d’objet (NOR) lors de la derniére semaine.

B. Les souris sont sacrifiées apres les 6 semaines d’HI. L hippocampe, les cortex entorhinal et préfrontal
sont prélevés pour effectuer des analyses géniques (RT-qPCR) et protéiques (protéines carbonylées,
Western blot). Des cerveaux sont perfusés pour une analyse immunohistochimique. (Schéma réalisé
avec Biorender).

C. Tableau récapitulatif du nombre d’animaux utilisés pour chaque analyse expérimentale.
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Résultats
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I. Effet de I’hypoxie intermittente sur le poids des souris

Un suivi du poids et de la prise de nourriture a été réalisé une fois par semaine a heure
fixe pendant les 6 semaines de normoxie et d’HI, pour I’ensemble des souris (Figure 39). Ce
suivi a ét¢ mis en place pour s’assurer du bien-&tre animal et pour évaluer un éventuel
comportement de type anxieux. La perte de poids peut indiquer une souffrance et/ou a un stress.
Une perte de poids a d’ailleurs été rapportée dans un protocole d’HI sur une durée de deux

semaines (Polak et al., 2013).

A Evolution of the body weight gain of 3 months mice B Evolution of the body weight gain of 12 months mice

Body weight gain (g)
Body weight gain (g)

A

Weeks Weeks
c Evolution of the body weight gain of 22 months mice
49 WT-N
WT-IH
2+ -4 PS1Ki-N
-4 PS1Ki-IH

Body weight gain (g)

Figure 39 : Suivi hebdomadaire du poids des souris sauvages et PS1Ki

Suivi du gain/perte de poids en gramme des souris WT et PS1Ki dgées de 3 mois (A), 12 mois (B) et 22
mois (C) lors des six semaines de normoxie (N) ou d’hypoxie intermittente (IH). Les données sont
exprimées en moyennes = SEM a la suite d’un test ANOVA a deux facteurs suivi d’un post-test
deTukey, ***p<0.001 et ****p<0.0001.

Les souris WT de 3, 12 ou 22 mois et les souris PS1Ki de 3 et 12 mois perdent
significativement du poids lors de la premiére semaine d’HI (Figure 39. A, B). Cette perte de
poids n’est toutefois pas observée pour les souris PS1Ki de 22 mois en HI (Figure 39. C).

Cependant, les souris semblent s’accommoder au protocole expérimental puisqu’elles

-132-



reprennent progressivement du poids lors des semaines suivantes (Figure 39. A-C). La
normoxie, quant a elle, n’a pas d’effet sur le poids des souris qui reste constant tout au long du

protocole (Figure 39. A-C).

II. Effet de ’hypoxie intermittente sur le comportement des souris

1. Anxiété

Pour maintenir ou atteindre les taux d’oxygeéne souhaités dans les chambres de normoxie
ou d’HI, lair et/ou 1’azote sont injectés sous pression entrainant des mouvements d’air et des
bruits importants. L environnement des souris pendant les six semaines est donc stressant et
bruyant, comme constaté avec la perte de poids des souris en HI lors de la premicre semaine.
Le test du labyrinthe en croix surélevé permettant d’estimer 1’anxiété, il a donc été mis en place
pour évaluer le comportement des souris a la suite du protocole expérimental. Les souris
effectuant ce test avant et aprés la mise en normoxie ou en HI, elles sont donc leur propre
contrble (Figure 40. A). Ce test a également été réalisé pour affiner I’analyse des performances
cognitives pratiquée dans un second temps.

Les souris WT et PS1Ki, aux trois différents ages, ne présentent pas plus d’anxiété apres
avoir passé 6 semaines en normoxie ou en IH (Figure 40. C-H). En effet, les souris passent
autant de temps dans les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé que ce soit avant ou apres
le protocole expérimental. Le phénotype PS1Ki n’entraine pas non plus d’anxiété chez ces
souris en comparaison avec les souris WT (Figure 40. C-H). On retrouve cependant un effet de
I’age. Les souris agées WT comme PS1Ki semblent développer de I’anxiété puisqu’elles
passent significativement moins de temps dans les bras ouverts que les souris de 3 et 12 mois

(Figure 40. B).
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Figure 40 : Effets des protocoles de normoxie et d’hypoxie intermittente sur I’anxiété des souris
WT et PS1Ki dans le test du labyrinthe en croix surélevé

A. Le test du labyrinthe en croix surélevé, composé de deux bras ouverts et de deux bras fermés par des
parois, est réalisé chez les souris avant la mise en normoxie ou en hypoxie intermittente (HI) et apres
les six semaines de protocole expérimental.

B. Comparaison du temps passé dans les bras ouverts dans le test du labyrinthe en croix surélevé entre
les souris WT et PS1Ki de 3, 12 et 22 mois

C-E. Comparaison du pourcentage de temps passé dans les bras ouverts pour les souris WT et PS1Ki
agées de 3 mois (n=7-10) (C), 12 mois (n=6-8) (D) et 22 mois (n=7-9) (E) avant et apres la mise en
normoxie.

F-H. Comparaison du pourcentage de temps passé dans les bras ouverts pour les souris WT et PS1Ki
agées de 3 mois (n=6-10) (F), 12 mois (n=6-7) (G) et 22 mois (n=7-9) (H) avant et aprés la mise en HI.
Les données sont exprimées en moyennes = SEM a la suite d’un test ANOV A a deux facteurs suivi d’un
post-test de Tukey.
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2. Mémoire de reconnaissance d’objet

Les souris ne présentant pas plus d’anxiété suite a I’exposition a la normoxie ou I’HI,
les performances cognitives ont été évaluées a I’aide du test de reconnaissance d’objet a long
terme dans un labyrinthe en Y (Figure 41. A). Ce test repose sur le comportement exploratoire
inné des souris en présence de nouveaux objets. Si les souris ne présentent pas de déficit elles
explorent significativement plus le nouvel objet que I’ancien objet (Figure 41. B). Un labyrinthe
en Y a été préféré a ’openfield car il favorise 1’attention des souris sur les objets. En effet, les
souris qui ont effectu¢ le test de reconnaissance d’objet dans un labyrinthe en Y ont passé
significativement plus de temps a explorer le nouvel objet que I’ancien objet et ont consacré au

nouvel objet un temps plus long que dans ’openfield. (Figure 41. C).

Des souris WT n’ayant pas été¢ confrontées a 1’environnement stressant et bruyant de
I’appareillage d’HI ou normoxie, ont servi de groupe controle (sham). Quel que soit leur age,
la normoxie n’entraine pas de déficit de la mémoire de reconnaissance d’objet des souris WT
puisqu’elles passent significativement plus de temps a explorer le nouvel objet que I’ancien
objet au seuil du hasard de 50% (Figure 41. D, E). Les performances des souris WT en
normoxie est semblable a celles des souris sham, montrant que 1’environnement avec flux d’air
et bruits n’a aucun effet sur leurs performances cognitives (Figure 41. D, E). Ces deux groupes
de souris passent statistiquement autant de temps dans les trois bras du labyrinthe, tout en
explorant significativement plus le nouvel objet, montrant bien que ces souris sont en mesure
de correctement différencier les objets (Figure 42. A-F). De plus, pendant la phase
d’apprentissage, les souris explorent les deux objets identiques pendant un temps équivalent
dans les bras du labyrinthe contenant les objets (Figure 42. G-L). Les souris WT de 3 mois,
soumises a une HI chronique présentent un déficit significatif de la mémoire de reconnaissance
d’objet également observable chez les souris sauvages de 12 et 22 mois apres HI. L’HI
chronique semble entrainer un déficit mnésique, de facon semblable a I’altération des
performances cognitives retrouvée chez les souris PS1Ki de méme age (Figure 41. D-F). En
effet, les souris PS1Ki en normoxie, quel que soit leur age, ne sont pas en mesure de distinguer
le nouvel objet de 1’ancien objet (Figure 41. D-F). Ces souris modeles de MA présentant des
déficits de la mémoire de reconnaissance d’objet dés 3 mois, ce test n’a pas permis d’évaluer

I’effet de I’HI sur leur cognition.

-135-



Day 1

c 100 *
‘ c
: 2 80 ##
Habituation Learning Learning Test "g'
= #
£ 60
=
o
]
B T 40
5
S 204
o
0_
& & 2
| &
. e,'b
Sucess Failure v
D 3 months *kk E 12 months " F 22 months
* —_—
c 1004 Kk c 100 [1sham c 1009 (9583 [ Normoxia
o o . o _—
=4 = N =
2 o #ee #t £ god I Normoxia £ god u ]
£ £ Cwm £
£ T £ £
= 4 s 60 =
o Ada o o
2 b el Pelll 2 2
° ° i ©
S . S 40 T
153 A o o
2 N = 9
) .
] A o 20 8
® R B
0
wT PS1Ki wT PS1Ki

Figure 41 : Evaluation de la mémoire de reconnaissance d’objet chez les souris sauvages et les
souris PS1Ki

A. Test de reconnaissance d’objet effectué¢ dans un labyrinthe en Y. Apres une habituation au labyrinthe
les souris effectuent deux sessions d’apprentissage avec deux objets identiques, puis 24h apres, lors de
la phase de test, I'un des deux objets est changé par un nouvel objet.

B. Heatmap montrant qu’une souris ne présentant pas de déficit de mémoire de reconnaissance d’objet
passe plus de temps a explorer le nouvel objet que 1’ancien objet lors de la phase de test.

C. Comparaison du temps passé en plus a explorer un nouvel objet dans un openfield (OF) ou dans un
labyrinthe en Y (Y) pour des souris WT de 9-10 mois (n=8).

D-F. Comparaison de I’indice de discrimination, correspondant au temps que I’animal passe en plus a
explorer le nouvel objet par rapport a I’ancien objet, entre les souris WT et les souris PS1Ki de 3 mois
(n=8-9) (D), 12 mois (n=9-10) (E) et de 22 mois (n=10) (F) apres six semaines de normoxie, d’HI ou
sans normoxie ni HI (Sham). Les données sont exprimées en moyennes + SEM a la suite d’un test
ANOVA a deux facteurs suivi d’un post-test de Tukey *p<0.05, **p<0.01 et ***p<0.001 et test de
Student & un échantillon au seuil de 50% “p>0.05, #p>0.01 et “*p>0.001.

Cependant, 1’ensemble des souris WT et PS1Ki présentent une baisse de motivation a
explorer les objets au fur et a mesure des jours des tests de comportement. Le temps
d’exploration des d’objets est au minimum divisé par deux entre la premicre phase

d’apprentissage et la phase de test (Figure 42. D-F et J-L).
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Figure 42 : Analyses supplémentaires du test de reconnaissance d’objet pour les souris sauvages
et les souris PS1Ki

A-C et G-1. Temps passé dans les trois bras (A, B et C) du labyrinthe en Y dans le test de reconnaissance
d’objet lors de la phase de test (A-C) et lors de la phase d’apprentissage (G-I) pour les souris WT et
PS1Ki de 3 mois (A,G), 12 mois (B,H) et 22 mois (C,I).

D-F. Temps d’exploration du nouvel objet (ON) et de I’ancien objet (OO) lors de la phase de test du test
de reconnaissance d’objet pour les souris WT et PS1Ki de 3 mois (D),12 mois (E) et 22 mois (F).

J-L. Temps d’exploration de deux objets identiques lors de la phase d’apprentissage du test de
reconnaissance d’objet pour les souris WT et PS1Ki de 3 mois (J),12 mois (K) et 22 mois (L).

Les données sont exprimées en moyennes £ SEM a la suite d’un test ANOVA a deux facteurs ou d’un
test de Student, *p<0.05.

Globalement, I’HI chronique induit, aussi bien chez les jeunes souris sauvages que
chez les plus agées, une altération de la mémoire de reconnaissance d’objet semblable aux

déficits mnésiques retrouvés chez les souris modeles de MA, sans entrainer d’anxiété.
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III. Effet de I’hypoxie intermittente sur les caractéristiques de la
sénescence cellulaire en fonction de I’age dans le cerveau des souris
sauvages

L’HI a montré des effets néfastes sur la cognition des souris sauvages des 1’age de 3
mois. Bien que les structures cérébrales impliquées dans la mémoire de reconnaissance d’objet
ne soient pas encore clairement définies au vu des études controversées, les déficits observés
pourraient résulter d une atteinte de I’hippocampe (Antunes et Biala, 2012 ; Benice et al., 20006 ;
Wimmer et al., 2021). Afin de déterminer si I’HI peut entrainer, par le biais de la sénescence
cellulaire, un vieillissement prématuré de cette structure cérébrale centrale dans la mémoire,
I’expression génique et protéique de marqueurs caractéristiques de la sénescence cellulaire a
été évaluée dans I’hippocampe de souris WT soumises a I’HI en comparaison avec des souris
en normoxie. L’effet du vieillissement chronologique est également étudié par une analyse des

effets sur les souris a 3, 12 et 22 mois.

1. Expression génique de marqueurs de sénescence cellulaire dans
I’hippocampe de souris sauvages
Au niveau de I’hippocampe des souris WT de 3 mois, I’HI a induit I’augmentation
significative de deux marqueurs de sénescence cellulaire p16™5#* et p 194k mais pas du SASP
(Figure 43. A, B). Chez les souris de 12 mois, en plus de la surexpression des inhibiteurs du
cycle cellulaire pl6™K# p2]CP! et dans une moindre mesure, de pl/94%F, I’HI chronique
entraine également une augmentation de I’expression de 7NFeq, un médiateur pro-
inflammatoire caractéristique du SASP (Figure 43. D, E). Les souris de 3 et 12 mois ne
présentent aucune différence significative au niveau de I’expression de Bcl2 et Bax,
respectivement impliquées dans des voies anti-apoptotique et pro-apoptotique (Figure 43. C,
F).
Enfin, les hippocampes des souris agées de 22 mois exposées a I’HI ne présentent pas
de modifications significatives de I’expression des marqueurs de sénescence ni du SASP, mais

une diminution significative de 1’expression de Bcl2 peut étre observée (Figure 43. G-I).
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Figure 43 : Effet de I’HI sur ’expression des marqueurs caractéristiques de sénescence
cellulaire dans I’hippocampe des souris de 3 et 12 et 22 mois

Expression relative de I’ARNm par RT-qPCR de marqueurs de sénescence cellulaire (7p53, pl
pl9™, p21°"" GLBI, LMNBI), du SASP (IL6, IL1S TNFa) et de I’apoptose (Bcl2, Bax) dans
I’hippocampe des souris WT de 3 mois (n=4-5) (A-C), 12 mois (n=4-6) (D-F) et 22 mois (n=5) (G-I)
soumises a la normoxie (N) ou a I’HI. Les données sont exprimées en moyennes = SEM a la suite d’un
test de Student ou d’un test de Mann-Whitney, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 et ****p<(0.0001.

INK4A4
6",

L’HI induit Pexpression de génes caractéristiques de la sénescence cellulaire dans
I’hippocampe des souris de 3 et 12 mois. Les souris de 12 mois soumises a I’HI expriment

également des génes codant des facteurs du SASP.
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2. Expression protéique de marqueurs de sénescence

La quantification par Western blots indiquent que I’HI entraine une augmentation
significative de la protéine p16™%*A dans I’hippocampe des souris WT de 3 et 12 mois (Figure
44. A, F), tandis qu’aucune différence n’est retrouvée pour les souris agées (Figure 44. K). De
plus, la quantité de protéine p21 ! ne semble pas étre modifiée par I’HI, indépendamment de

I’age des souris (Figure 44. B, G, L).
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Figure 44 : Effet de I’HI sur Pexpression protéique des inhibiteurs du cycle cellulaire et de
protéines d’apoptose dans I’hippocampe des souris sauvages de 3, 12 et 22 mois

A-D, F-I, K-N. Quantification par Western blot de 1’expression relative de marqueurs de sénescence
cellulaire (p16™***, p21¢™"), et d’apoptose (Cas3, PARP1) dans I’hippocampe des souris WT de 3 mois
(n=4-5) (A-D), 12 mois (n=5) (F-I) et 22 mois (n=5) (K-N) soumises a la normoxie (N) ou a I’HIL.

E, J, O. Images représentatives des Western blot des souris WT de 3 mois (E), 12 mois (J) et 22 mois
(O). Les données sont exprimées en moyennes = SEM a la suite d’un t-test de Student ou d’un test de
Mann-Whitney, *p<0.05 et **p<0.01.
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Une autre caractéristique des cellules sénescentes est leur résistance a 1’apoptose. C’est
pourquoi deux protéines impliquées dans les voies apoptotiques ont été analysées, la caspase 3
et PARPI. Les souris des trois différents ages ne présentent aucune différence significative au

niveau de I’expression de ces deux protéines (Figure 44. C, D, H, I, M, N).

L’HI chronique et sévére induit I’expression de p16'N%4A dans I’hippocampe des

souris sauvages adultes sans entrainer d’apoptose.

3. Activité B-galactosidase associée a la sénescence

L’activité SA-B-gal est également une des caractéristiques identifiées des cellules en
sénescence. Bien que ce marqueur ne soit pas exclusif des cellules sénescentes, il refléte une

augmentation de la masse lysosomale et peut étre utilisé en complément des autres marqueurs

6INK4A 1 CIP1

tels que pl et p2 . Cette activité particuliere peut étre mise en évidence par
I’intermédiaire d’un substrat chromogene, X-gal, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopyranoside dont le produit bleu est produit apres clivage a un pH 6. L’activité SA-B-gal
a été visualisée sur de fines coupes de cerveau, au niveau de 1’hippocampe de souris sauvages
a I’age de 12 mois, ce groupe étant, comme I’indiquent les résultats précédents, le plus sensible
a 'HI (Figure 45).

L’analyse qualitative de ’activit¢é SA-B-gal a permis d’observer une proportion trés
faible de cellules SA-B-gal positives, particuliérement regroupées dans la corne d’Ammon (CA)
3 de I’hippocampe des souris sauvages de 12 mois en normoxie (Figure 45. B). Cette activité
semble étre augmentée a la suite d’une exposition chronique a I’HI dans 1’hippocampe des
souris sauvages adultes (Figure 45. B). De plus, "augmentation de 1’activit¢ SA-B-gal
n’apparait pas homogene. Cette modification d’activité semble préférentiellement toucher le

gyrus denté (DG) ainsi que les régions CA2 et CA3 chez les souris en HI contrairement aux

souris en normoxie (Figure 45. B).

_141-



/ CA2 —
/’/‘ \ CA3 P %)'\;:
\\.,.”:J"\'i;:/ij“\_» - // 4
WT normoxia - 12 months WT intermittent hypoxia - 12 months
CAl
CA2-
7
A= CA3

FA3 T ook —~
= DG

Figure 45 : Effet de I’HI sur I’activité B-galactosidase associée a la sénescence dans I’hippocampe
des souris de 12 mois soumises a I’hypoxie intermittente

A. Schéma d’un hippocampe de souris montrant I’emplacement du gyrus denté (DG) et des 3 cornes
d’Ammon (CA1, CA2 et CA3) (schéma réalisé avec Biorender).

B. Image en mosaique représentative de ’activité SA-B-gal au niveau de I’hippocampe de souris
sauvages de 12 mois exposées soit a la normoxie soit a I’HI, observée avec un microscope a champ large
en lumiére transmise, au grossissement x50. Les fleches indiquent des regroupements de cellules
positives a la SA-f-gal.

4. p16'™K4A est-il exprimé dans toutes les cellules de I’hippocampe ? Quel type
cellulaire neural exprime p16™X4A ?

Les analyses précédentes ont permis de mettre en évidence une augmentation de la
protéine pl16™NK4A dans I’hippocampe des souris sauvages exposées a une HI chronique, en
particulier pour celles agées de 12 mois. Pour identifier dans quel(s) types(s) cellulaire(s) cette
protéine est exprimée, des analyses immunohistochimiques ont été effectuées. Pour cela des
cerveaux perfusés ont ét€ coupés au cryotome. Les coupes ont ensuite été incubées avec des

anticorps permettant de mettre en évidence la protéine p16MK4A

ainsi que les neurones avec
NeuN et les astrocytes réactifs avec GFAP. De plus, comme [’activité SA-f-gal n’a pas été
augmentée de maniére homogene avec I’HI dans I’ensemble de I’hippocampe, les différentes
régions comprenant le DG et les CA ont été investiguées (Figures 46 et 47).

Lorsque I’on compare par immunohistochimie 1’hippocampe des souris exposées a la

6INK4A

normoxie ou a I’HI on constate une augmentation de 1’expression de la protéine pl suite
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a I’HI (Figures 46 et 47), comme 1’indiquait I’analyse par Western blot (Figures 44. F). Nous
pouvons de plus observer une différence de localisation puisque pl16™K4A est uniquement
présente en tres faible quantité au niveau du DG et de CA3 chez les souris exposées a la
normoxie (Figures 46. A et 47. A), alors qu’elle apparait de facon beaucoup plus marquée dans
I’hippocampe des souris exposées a I’HI dans les différentes zones analysées (Figures 46. B et
47. B).

6NK4A gemble étre exprimée

Dans I’hippocampe des souris en normoxie, la protéine pl
uniquement au niveau de certains neurones puisque son marquage colocalise avec celui de
NeuN (Figure 46. A) et qu’aucune colocalisation n’est retrouvée au niveau des astrocytes mis
en évidence par la présence de la protéine GFAP (Figure 47. A). Aprés HI, le marquage
pl16™NK4A colocalise également de fagon importante avec le marquage NeuN des neurones. Nous
pouvons cependant remarquer la présence d’une fluorescence en dehors des neurones qui n’est
pas superposable aux astrocytes mis en évidence par les anticorps anti-GFAP (Figures 46. B et

47. B). 1l semblerait donc que les astrocytes n’expriment pas ce marqueur de sénescence dans

des conditions d’HI (Figure 47).
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Figure 46 : Co-localisation de la protéine p16™*** et des neurones dans ’hippocampe des souris

sauvages de 12 mois aprés 6 semaines de traitement en normoxie ou en hypoxie intermittente
Immunohistochimies représentatives mettant en évidence les neurones (NeuN), la protéine pl 6™ ** et
les noyaux cellulaires (Hoechst) dans le DG, CA3, CA2 et CA1 de I’hippocampe des souris WT de 12
mois soumises a la normoxie (A) ou I’hypoxie intermittente (B), observées a 1’aide d’un microscope
champ large a fluorescence, au grossissement x400. Les barres d’échelle représentent 20 pm. Les carrés
blancs représentent la zone zoomée.
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Figure 47 : Co-localisation de la protéine p16™*** et des astrocytes réactifs dans I’hippocampe des
souris sauvages de 12 mois

Immunohistochimies représentatives mettant en évidence les astrocytes réactifs (GFAP), la protéine
p16™* et les noyaux cellulaires (Hoechst) dans le DG, CA3, CA2 et CA1 de I’hippocampe des souris
WT de 12 mois soumises a la normoxie (A) ou I’hypoxie intermittente (B), observées a 1’aide d’un
microscope champ large a fluorescence, au grossissement x400. Les barres d’échelle représentent 20
pum. Les carrés blancs représentent la zone zoomée.




5. Mise en évidence d’un stress oxydant lié¢ a ’HI

L’¢état de sénescence cellulaire résulte de différents stress qu’ils aient pour origine
I’érosion télomérique, I’activation d’oncogenes, le stress oxydant, 1’altération mitochondriale
et ’exposition a des agents génotoxiques. Nous avons vu que certains neurones soumis a une
HI chronique surexpriment pl6™X4A un marqueur couramment retrouvé dans les cellules
sénescentes. Les neurones étant des cellules post-mitoitiques qui ne peuvent pas étre soumises
a une attrition télomérique, la sénescence neuronale pourrait résulter d’un stress, en particulier
d’un stress oxydant. Pour tenter de répondre a cette hypothése, une quantification des niveaux
de carbonylation des protéines a été réalisée sur les protéines extraites de [’hippocampe des
souris sauvages. La carbonylation des protéines étant une oxydation irréversible provoquée
majoritairement par le radical hydroxyle OH’, une espéce réactive a I’oxygéne (ROS), elle
constitue en effet un marqueur de stress oxydant. L’effet de [’age a également été analysé

puisque cette expérience a été menée sur les trois groupes d’age.

A 3 months B 12 months C 22 months
WT-N WT - I|H WT -N WT - IH WT-N WT-IH
| E [ ’,—_; g — . -
| | -
[o—y [ [ -
e e g -

Total proteins Carbonylated proteins
Total proteins Carbonylated proteins
Total proteins Carbonylated proteins

O
o
1
*
m
N
)
1
m

-
o
]

* %

-
o
1

N
o
1
N
o
1

e
o
1
o
2]
1

o
o«
1

Carbonylated/total proteins
g € g h !

L 1
Carbonylated/total proteins

Carbonylated/total proteins

e
o
I
o
o
1

& & &

Figure 48 : Effet de I’hypoxie intermittente sur la quantité de protéines carbonylées dans
I’hippocampe des souris sauvages

A-C. Révélation des protéines carbonylées couplées a la cyanine hydrazide 555 apres séparation par
SDS-PAGE (panneaux supérieurs). Coloration des protéines totales au bleu de Coomassie (panneaux
inférieurs) pour les souris sauvages de 3 mois (A), 12 mois (B), 22 mois (C).

D-F. Quantification relative de la quantité de protéines carbonylées par rapport aux protéines totales
dans I’hippocampe de souris sauvages de 3 mois (n=4) (D), 12 mois (n=4) (E) et 22 mois (n=5) (F)
soumises a la normoxie (N) ou I’hypoxie intermittente (HI). Les données sont exprimées en moyennes
+ SEM a la suite d’un test de Mann-Whitney, *p<0.05 et **p<0.01.

_148-



Alors que I’HI entraine une augmentation significative de la quantit¢ de protéine
carbonylées dans 1I’hippocampe des souris WT de 3 et 12 mois (Figure 48. A, D, B, E), aucun

effet de ce type n’a été retrouvé pour les souris de 22 mois (Figure 48. C, F).

L’HI semble donc entrainer une augmentation du stress oxydant dans

I’hippocampe, ce qui pourrait favoriser la sénescence prématurée des cellules neuronales.

6. Etude des autres structures cérébrales atteintes dans la MA

L’hippocampe n’est pas la seule structure cérébrale impliquée dans les mécanismes de
mémoire touchés dans la MA. Le cortex entorhinal, une structure accolée a I’hippocampe et
affectée de manicre précoce dans la MA, est notamment importante pour la consolidation de la
mémoire pendant le sommeil. Le cortex préfrontal est touché plus tardivement dans la MA. 1l
joue notamment un rdle dans la mémoire de travail. L’expression génique de marqueurs de la
sénescence cellulaire, de composants du SASP et de protéines impliquées dans I’apoptose a été
analysée dans ces deux structures chez les souris sauvages aux trois différents ages (Figure 49

et 50).

a) Analyse du cortex entorhinal

L’HI n’a pas d’effet significatif sur I’expression des génes impliqués dans la sénescence

cellulaire et le SASP dans le cortex entorhinal des jeunes souris WT de 3 mois (Figure 49. A,

6INK4A ] CIP1

B). A 12 mois une augmentation significative de p/ et TNFa peut étre observée

Y2
(Figure 49. D, E). Seule ’augmentation de p16™%# persiste dans le cortex entorhinal des souris
agées (Figure 49. G, H). De méme, les niveaux d’expression des deux génes impliqués dans
I’apoptose n’ont pas été modifiés apreés 1’HI dans les trois groupes d’age différent (Figure 49.

C F .
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Figure 49 : Effet de ’hypoxie intermittente sur I’expression de marqueurs caractéristiques de
sénescence cellulaire dans le cortex entorhinal des souris sauvages

Expression relative de I’ ARNm des marqueurs de sénescence cellulaire (Tp53, pl 6™ 44 p19ARF p21€IP!
GLB1, LMNBI1), du SASP (IL1B3, TNFa) et d’apoptose (Bcl2, Bax), dans le cortex entorhinal des souris
WT soumises a la normoxie (N) ou a ’HI a 3 mois (n=4-5) (A-C), 12 mois (n=5-6) (D-F) et 22 mois
(n=5) (G-I). Les données sont exprimées en moyennes = SEM a la suite d’un test de Student ou de
Mann-Whitney, *p<0.05.

b) Analyse du cortex préfrontal

L’exposition a I’HI n’a pas entrainé de modifications significatives au niveau de
I’expression de genes impliqués dans la sénescence cellulaire, le SASP ou I’apoptose dans le
cortex préfrontal des souris WT jeunes de 3 mois et agées de 22 mois (Figure 50. A-C, G-I).

Comme observé pour le cortex entorhinal (Figure 50. D, E), ’expression des génes p16™VK#,
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p21¢P! et TNF a est significativement augmentée dans le cortex préfrontal des souris WT de 12

mois soumises a une HI chronique (Figure 50. D-F).
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Figure 50 : Effet de ’hypoxie intermittente sur ’expression de marqueurs caractéristiques de
sénescence cellulaire dans le cortex préfrontal des souris sauvages

Expression relative de I’ARNm des marqueurs de sénescence cellulaire (Tp53, p16™*4, p1

gARF

,p2

1CIP1’

GLBI1, LMNBI1), du SASP (IL1B, TNFa) et d’apoptose (Bcl2, Bax), dans le cortex préfrontal des souris
WT soumises a la normoxie (N) ou a ’HI a 3 mois (n=4-5) (A-C), 12 mois (n=4-6) (D-F) et 22 mois
(n=5) (G-I). Les données sont exprimées en moyennes = SEM a la suite d’un test de Student ou de

Mann-Whitney, *p<0.05.
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L’HI chronique et séveére, un modele expérimental du SAS, a entrainé des déficits
cognitifs accompagnés de caractéristiques de sénescence cellulaire pouvant attester d’un
«vieillissement prématuré » avec un déclin cognitif. L’HI pourrait donc participer et/ou
aggraver des pathologies neurodégénératives comme la MA.

Nous nous sommes donc intéressés a 1’effet de I’HI sur un mod¢ele murin progressif de
la MA, PSIM146VKi. Les souris PS1Ki présentent des altérations au niveau de 1’hippocampe
qui vont s’aggraver au cours du temps (Sun et al, 2005 ; Auffret et al., 2010). Ces souris
montrent notamment une altération de la mémoire de reconnaissance d’objet des 1’age de 3
mois (Figure 41. D-F). L’exposition a six semaines de normoxie ou d’HI n’a pas induit
d’anxiété chez les souris PS1Ki, quel que soit leur age (Figure 40. C-H). Bien que le test
cognitif mis en place n’ait pas permis d’évaluer une éventuelle aggravation des performances
cognitives chez les souris soumises a une HI chronique, la sénescence cellulaire pourrait étre
exacerbée en fonction de 1’dge dans I’hippocampe de ce modele murin progressif de la MA.
Nous avons donc également étudié I’effet de 1’age en travaillant sur des groupes de souris de 3,

12 et 22 mois.

IV. Effet de I’hypoxie intermittente sur les caractéristiques de la
sénescence cellulaire en fonction de I’age dans le cerveau des souris
PS1Ki

1. Expression génique de marqueurs de sénescence

Dans I’hippocampe des souris PS1Ki de 3 mois, I’HI chronique induit I’augmentation
significative des génes de sénescence cellulaire codant pour pl6™K#, p194RF et GLBI et du
SASP avec IL-15 et TNFo (Figure 51. A, B). Concernant les souris PS1Ki de 12 mois, une
analyse comparative avec des souris WT de méme age a déja mis en évidence une augmentation
significative de I’expression de pl16™K# p19RF [1-] 3 ainsi qu’une diminution de celle de
LMNBI (Figure 51. J, K). Chez ces souris PS1Ki I’HI chronique a exacerbé 1’expression de
pl6™K# et [1-1/3 et a entrainé ’augmentation de GLBI et de TNFa (Figure 51. D, E). Les
souris agées de 22 mois soumises a I’HI présentent une augmentation d’un seul marqueur du

SASP, le TNFe (Figure 51. G, H).
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Figure 51 : Effet de I’HI sur ’expression des marqueurs caractéristiques de sénescence cellulaire
dans I’hippocampe des souris PS1Ki de 3, 12 et 22 mois

A-I. Expression relative de I’ARNm obtenu par RT-qPCR de marqueurs de sénescence cellulaire (7p53,
pl6™ 4 p19%E p21"! GLBI, LMNBI), du SASP (IL6, IL1f TNFa) et de ’apoptose (Bcl2, Bax)
dans I’hippocampe des souris PS1Ki de 3 mois (n=5) (A-C), 12 mois (n=5) (D-F) et 22 mois (n=06) (G-
I) soumises a la normoxie (N) ou a I’HIL.

J, K. Comparaison de I’expression relative de I’ARNm de marqueurs de sénescence cellulaire (J) et du
SASP (K) entre les souris sauvages (n=5) et les souris PS1Ki (n=5) de 12 mois.

Les données sont exprimées en moyennes = SEM a la suite d’un test de Student ou de Mann-Whitney,
*p<0.05, ¥**p<0.01, ***p<0.001 et ****p<0.0001.
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Concernant I’expression des deux génes impliqués dans les mécanismes d’apoptose,
Bcl2 est significativement augmentée pour les jeunes souris (Figure 51. C). Les souris de 12
mois, présentent en plus de Bc/2 une augmentation de 1’expression de Bax (Figure 51. F),
pouvant mettre en évidence une altération de la réponse a 1’apoptose. Aucune différence
significative n’a été retrouvée au niveau de I’expression de ces génes chez les souris de 22 mois

(Figure 51. 1).

2. Expression protéique de marqueurs de sénescence

Comme ce qui a été observé pour les souris WT (Figure 44. A, F), ’expression de la
protéine p21¢'*! ne varie pas aprés HI, contrairement a ’expression de pl6™K4A qui est
significativement augmentée dans I’hippocampe des souris PS1Ki de 3 et 12 mois (Figure 52.

A, B} E G).
La encore, I’HI ne module pas non plus les niveaux de protéines pro- et anti-apoptotique

(Figure 52. C, D, H, I) et aucune différence significative de 1I’expression de 1’ensemble des

protéines testées n’est constatée dans 1I’hippocampe des souris de 22 mois (Figure 52. K-N).
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Figure 52 : Effet de I’HI sur ’expression protéique d’inhibiteurs du cycle cellulaire et de protéines
d’apoptose dans ’hippocampe des souris PS1Ki

A-D, F-I, K-N. Quantification par Western blot de 1’expression relative de marqueurs de sénescence
cellulaire (p16™%*4, p21"™"), et d’apoptose (Cas3, PARP1) dans I’hippocampe des souris PS1Ki de 3
mois (n=4-5) (A-D), 12 mois (n=5) (F-I) et 22 mois (n=5) (K-N) soumises a la normoxie (N) ou a I’HI.
E, J, O. Images représentatives des Western blots a partir d’extraits protéiques des souris PS1Ki de 3
mois (E), 12 mois (J) et 22 mois (O). Les données sont exprimées en moyennes = SEM a la suite d’un
test de Student ou d’un test de Mann-Whitney, *p<0.05.

3. Activité B-galactosidase associée a la sénescence

Les souris PS1Ki de 12 mois soumises a la normoxie semblent présenter une activité
SA-B-gal plus marquée que celle des souris WT du méme age dans les mémes conditions
(Figures 45 et 53), a savoir avec des cellules positives dans le DG et la région CA3 (Figure
53), ce qui est cohérent avec les différences d’expression des marqueurs de sénescence
observées entre les animaux WT et PS1Ki. Aprés HI, Le marquage s’étend et devient plus
intense indiquant que I’HI accentuerait cette activité associée a la sénescence dans I’ensemble

de I’hippocampe (Figure 53).
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Figure 53 : Effet de I’HI sur I’activité f-galactosidase associée a la sénescence dans I’hippocampe
des souris de 12 mois soumises a I’hypoxie intermittente

Image en mosaique représentative de I’activité SA-3-gal au niveau de 1’hippocampe de souris PS1Ki de
12 mois exposées soit a la normoxie soit a I’HI, observée avec un microscope a champ large en lumiére
transmise, au grossissement x50. Les fléches indiquent des regroupements de cellules positives a la SA-

[B-gal.

4. p16™K4A est-il exprimé dans toutes les cellules de I’hippocampe des souris
PS1Ki ? Est-ce les mémes types cellulaires que les souris WT ?

Les souris PS1Ki de 12 mois soumises a la normoxie présentent un marquage p16™K4A
dans I’ensemble de I’hippocampe avec une intensité plus forte dans le DG et CA3 (Figures 54.
A et 55. A) et qui apparait bien plus important que pour les souris sauvages de méme age
(Figures 46. A et 47. A). L’HI chronique, chez ces souris, semble accentuer son expression dans
I’ensemble de I’hippocampe (Figures 54. B et 55. B).

Les expériences de double marquage réalisées avec les anticorps anti-NeuN et anti-
p16™K4A montrent une localisation de la protéines p16™%4A majoritairement dans les neurones
hippocampiques des souris en normoxie (Figure 54. A). Chez les souris soumises a I’HI, le
marquage p16™4A en plus d’étre localisé dans les neurones s’étend a d’autres types cellulaires

qui n’ont pas pu étre identifiés par un marquage avec I’anticorps GFAP, qui met en évidence

les astrocytes activés (Figures 54. B et 55. B).
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B PS1Ki intermittent hypoxia — 12 months
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Figure 54 : Co-localisation de la protéine p16™*** et des neurones dans ’hippocampe des souris
PS1Ki de 12 mois aprés 6 semaines de normoxie ou d’hypoxie intermittente
Immunohistochimies représentatives mettant en évidence les neurones (NeuN), la protéine pl
les noyaux cellulaires (Hoechst) dans le DG, CA3, CA2 et CA1 de I’hippocampe des souris PS1Ki de
12 mois soumises a la normoxie (A) ou [’hypoxie intermittente (B), observées a 1’aide d’un microscope
champ large a fluorescence, au grossissement x400. Les barres d’échelle représentent 20 pm. Les carrés
blancs indiquent les zones zoomées.
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PS1Ki intermittent hypoxia — 12 months

CA2

p16INK4A

6INK4A

Figure 55 : Co-localisation de la protéine p1
souris PS1Ki de 12 mois
Immunohistochimies représentatives mettant en évidence les astrocytes réactifs (GFAP), la protéine
p16™* et les noyaux cellulaires (Hoechst) dans le DG, CA3, CA2 et CA1 de I’hippocampe des souris
PS1Ki de 12 mois soumises a la normoxie (A) ou ’hypoxie intermittente (B), observées a I’aide d’un
microscope champ large a fluorescence, au grossissement x400. Les barres d’échelle représentent 20
um. Les carrés blancs indiquent les zones zoomées.

et des astrocytes réactifs dans I’hippocampe des
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5. Evaluation du stress oxydant dans ’hippocampe des souris PS1Ki soumises
a I’hypoxie intermittente

Alors que nous avons montré une augmentation de 1’oxydation des protéines suite a I’HI
dans les hippocampes des souris WT, nous n’avons pas mis en évidence de différence
significative de la quantité de protéines carbonylées dans 1’hippocampe des souris PS1Ki de 3,
12 et 22 mois (Figure 56. A-F), méme si une tendance a la hausse peut étre observée pour les
souris de 12 mois (Figure 56. E).
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Figure 56 : Effet de I’hypoxie intermittente sur la quantité de protéines carbonylées dans
I’hippocampe des souris PS1Ki

A-C. Révélation des protéines carbonylées couplées a la 555 apres séparation par SDS-PAGE (panneaux
supérieurs). Coloration des protéines totales au bleu de Coomassie (panneaux inférieurs) pour les souris
PS1Ki de 3 mois (A), 12 mois (B), 22 mois (C).

D-F. Quantification relative de la quantité de protéines carbonylées par rapport aux protéines totales
dans I’hippocampe de souris PS1Ki de 3 mois (n=4) (D), 12 mois (n=4) (E) et 22 mois (n=5) (F)
soumises a la normoxie (N) ou I’hypoxie intermittente (HI). Les données sont exprimées en moyennes
+ SEM a la suite d’un test de Mann-Whitney, *p<0.05 et **p<0.01.
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Il faut cependant noter que les souris modeles de la MA présentent déja, au niveau de
I’hippocampe, une quantité significativement plus importante de protéines carbonylées
comparativement aux souris WT de méme age (Figure 56. G, H). L’HI ne semble donc pas

exacerber le processus d’oxydation des protéines des souris PS1Ki de 12 mois.

6. Etude des autres structures cérébrales atteintes dans la MA

a) Analyse du cortex entorhinal

L’expression des genes codant des marqueurs de sénescence cellulaire, du SASP et de
I’apoptose étudiés dans le cortex entorhinal des souris PS1Ki de 12 mois aprés HI montre une
hausse significative de 1’expression de pl6™&% pl194RF [L-18 et TNFea, et une tendance a
I’augmentation de 1’expression de GLBI (Figure 57. D-F). En revanche, I’HI n’a pas induit de
modification d’expression chez les souris PS1Ki de 3 et 22 mois (Figure 57. A-C, G-I).

b) Analyse du cortex préfrontal

L’HI n’a pas non plus induit d’augmentation des marqueurs caractéristiques de la
sénescence cellulaire dans le cortex préfrontal des souris PS1Ki jeunes (Figure 58. A-C). Chez
les souris de 12 mois, les génes codant pour p53, pl9*RF et TNFa sont significativement
exprimés a la hausse dans des conditions d’HI (Figure 58. D-F). Enfin, chez les souris PS1Ki

de 22 mois, seule I’expression de p16™k# est augmentée de maniére importante (Figure 58. G-

D).
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Figure 57 : Effet de ’hypoxie intermittente sur ’expression de marqueurs caractéristiques de
sénescence cellulaire dans le cortex entorhinal des souris PS1Ki

Expression relative de I’ARNm des marqueurs de sénescence cellulaire (Tp53, pl ,pl ,p2
GLB1, LMNBI1), du SASP (IL1B3, TNFa) et d’apoptose (Bcl2, Bax), dans le cortex entorhinal des souris
PS1Ki soumises a la normoxie (N) ou a I’HI a 3 mois (n=5) (A-C), 12 mois (n=4-6) (D-F) et 22 mois
(n=5-6) (G-I). Les données sont exprimées en moyennes = SEM a la suite d’un test de Student ou d’un
test de Mann-Whitney, *p<0.05.
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Figure 58 : Effet de ’hypoxie intermittente sur I’expression de marqueurs caractéristiques de

sénescence cellulaire dans le cortex préfrontal des souris PS1Ki

Expression relative de I’ ARNm des marqueurs de sénescence cellulaire (Tp53, pl 6™ 44 p19ARF p21€IP!
GLB1, LMNBI), du SASP (IL1B, TNFa) et d’apoptose (Bcl2, Bax), dans le cortex préfrontal des souris
PS1Ki soumises a la normoxie (N) ou a I’'HI a 3 mois (n=5) (A-C), 12 mois (n=5) (D-F) et 22 mois
(n=6) (G-I). Les données sont exprimées en moyennes £ SEM a la suite d’un test de Student ou d’un

test de Mann-Whitney, *p<0.05.

_164-



V. Synthése des résultats

L’ensemble de ce projet de thése a permis de mettre en évidence les effets de 1I’HI

chronique et sévere sur les déficits cognitifs et la sénescence cellulaire, principalement dans

I’hippocampe des souris sauvages adultes a 12 mois. L’étude du modele murin progressif de la

MA, PSIKi, a montré que la sénescence, présente apres les 6 semaines de normoxie est

exacerbée par I’HI. Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous.

WT
3 mois 12 mois 22 mois 3 mois 12 mois 22 mois
Anxiété (EPM) - - - ) o -
Comportement
Cognition (RO) Altérée Altérée Altérée NC NC NC
Hippocampe
1 pl6™<? 1 pl6™<e 1 pl6™<? 1 pl6™Ks
e [ sl S [ - 1 p19**%* ) Cand -
1 p21<" 1 GLBI 1 GLBI
Expression
gznique SASP 1 TNFo 1 IL-1b t11L-18 1 TNFa
1 TNFa 1 TNFa
N 1 Bel2 1 Bel2 1 Bel2
poptose - - -
1 Bax
ple™* 1 1 - 1 1 -
Expression )
protéique p2l - - . - - -
Cas3, PARP1 - - - = o -
Activité SA-p-gal ND 1 ND ND T ND
DG ND i ND ND 1M ND
NeuN/p16* CA3 ND 1M ND ND i ND
CA2 ND T ND ND T ND
CAl ND T ND ND T ND
DG ND - ND ND - ND
. CA3 ND - ND ND - ND
GFAP/p16
CA2 ND - ND ND - ND
CAl ND - ND ND - ND
Protéines carbonylées T ) - - t -
Cortex entorhinal
7 pl6ee 7 pI6Es 1 p16Ks
el - 1 p21°" - 1 p19*" -
Expression ~
génique i GLB1
SASP S 1 TNFo - = TIL-18 3
Apoptose - - - - - -
Cortex préfrontal
sc 1 p16™< 1 Tps3
Expression _ i 21! 0 p19A%E
génique SASP - 1 TNFo - = 1 TNFa -
Apoptose = = = = = =

Tableau 6 : Récapitulatif de ’effet de I’hypoxie intermittente dans le cerveau des souris sauvages

et PS1Ki au cours du vieillissement

EPM : labyrinthe en croix surélevé ; RO : test de reconnaissance d’objet ; SC : sénescence cellulaire ;
SASP : phénotype sécrétoire associé¢ a la sénescence ; NC : non concluant ; ND : non déterminé ;
- : aucun changement ; 1 : augmentation significative ; T : tendance a I’augmentation.

-165-



-166-



Discussion

-167-



I. Exposition a I’hypoxie intermittente

Ce travail de thése a consisté a évaluer I'une des composantes du syndrome d’apnée du
sommeil, I’hypoxie intermittente, sur la sénescence et les altérations cérébrales au cours du
vieillissement et de la maladie d’Alzheimer. Des souris sauvages et des souris modeles
progressifs de la MA ont été¢ soumises a une hypoxie intermittente chronique permettant de
mimer un SAS sévere et chronique. En effet, les animaux subissent 1’équivalent de 40 cycles
de variation de la FiO; par heure de sommeil. Si I'on rapporte cela a ’Homme, cela représente
un TAH>30/h, caractérisant un SAS séveére. Les protocoles d’HI les plus couramment utilisés
consiste a réduire 1'0, ambiant de la cage a 5%-10% pendant 30 secondes a 1,5 minutes avec
un nombre de cycles compris entre 20 et 60 par heure. Dans le protocole que nous avons suivi,
I’injection d’azote permet de réduire rapidement le taux d’Oz de la chambre d’hypoxie pour
imposer des cycles de variation de la FiO; de 21 a 5%, permettant une diminution de la
saturation en oxygene a 60% (Gille et al., 2018). Il mime donc mieux 1'oscillation cyclique des
désaturations du SAS responsable des désordres cliniques de ce trouble du sommeil, comme
I'hypertension artérielle, I'athérosclérose accélérée, le dysfonctionnement cognitif cérébral et
les altérations métaboliques (Sorfa et al., 2016). L’équipe du Pr Jean-Louis Pépin, a Grenoble,
a analysé¢ la saturation en O (Sa0») et la fréquence cardiaque des souris C57B1/6J agées de 5
ou 8 mois lors d’un protocole d’hypoxie intermittente (FiO2 de 21 a 5% toutes les 60 secondes)
a I’aide du systéme « MouseOx » (Image Starr Life Sciences) (données non publiées, INSERM
UMR-S 1042, laboratoire HP?2). Ce systéme utilise un collier a pince placé au niveau du cou
des souris qui permet de récolter des parametres comme la SaO; et la fréquence cardiaque. Ils
ont montré que la SaO; suit les cycles de FiO; et revient a la normale quasiment immédiatement
apres Iarrét des cycles. En moyenne, la SaO> diminue d’environ 17% pendant 1’exposition a

I’HI tandis que la fréquence cardiaque tend a augmenter d’environ 60 battements par minute.

La durée du protocole d’HI chronique est également variable selon les études avec un
minimum de 4 semaines. Nous avons choisi une durée de 6 semaines d’apres 1’étude de Sapin
et al., qui, en étudiant ’effet de I’HI en fonction du temps chez les souris C57BL6J (Sapin et
al., 2015) ont mis en évidence une neuroinflammation au niveau de I’hippocampe des souris,

des 6 semaines d’exposition chronique.
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Le mod¢le expérimental d’HI induit également une fragmentation de sommeil comme
observée chez les patients SAS. En effet Polotsky et al., ont comparé 1'architecture du sommeil
chez des souris C57BL6/J exposées a 5 jours d'HI & une fragmentation du sommeil non
hypoxique en utilisant des souffles d'air a haut débit pour produire un stimulus auditif/tactile.
A chaque fois que le sommeil était présent au début de I'épisode hypoxique, le nadir d'un
événement hypoxique entralnait une réponse d'éveil, ce qui simule étroitement 1'apnée
obstructive du sommeil chez 'homme (Polotsky et al., 2006). Pour s’affranchir de I’effet de la
fragmentation du sommeil, nos souris contrdles, c’est-a-dire les souris placées en normoxie, ont
subi des souffles d’air équivalents aux souris se trouvant en HI. Les souris en normoxie et en
HI ont donc été placées dans des environnements trés proches et soumises aux mémes nuisances
sonores.

Lors de I’exposition a I’HI les souris ont été pesées toutes les semaines. A I’exception
des PS1Ki de 22 mois, nous avons constaté une perte de poids des animaux, indépendamment
de I’age et du phénotype en début de protocole, comme déja rapporté par Polak et al., sur des
souris adultes exposées 7 ou 14 jours a une HI présentaient une perte de poids d’un peu plus
d’1,5 g (Polak et al., 2013). Cette perte de poids est probablement due a une diminution de la
prise alimentaire due a 1’anxiété, du moins pendant la premic¢re semaine d’HI. Les semaines
suivantes, les souris semblent s’habituer au dispositif puisqu’elles ne perdent plus de poids

jusqu’au bout des six semaines de protocole.

II. Effet de ’hypoxie intermittente sur I’anxiété et la cognition des
souris sauvages et PS1Ki

L’étude de I’anxiété, mesurée avec le test du labyrinthe en croix surélevé chez les souris
sauvages et PS1Ki, a permis de vérifier que les protocoles de normoxie ou d’HI n’induisaient
pas d’anxiété. Une vaste étude comprenant plus de 900 souris C57B1/6J de tous ages a montré
que les souris passaient environ 9,2% du temps dans les bras ouverts, sur 10 minutes de test,
dans le labyrinthe en croix surélevé (Komada et al., 2008). Nos souris ont passé
approximativement 16% du temps dans les bras ouverts, ce qui est un peu plus important que
ce qui est rapporté dans cette étude. Ceci est probablement di au long travail d’habituation

(« handling ») des souris a I’expérimentateur avant la réalisation du test. En effet, les techniques
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de manipulation des animaux ont de réels effets sur leur état anxieux (Marcotte et al., 2021).
Ce test a également permis de vérifier que les souris possédant la mutation M146V ne
présentent pas d’anxiété, contrairement a ce qui a été rapporté pour d’autres modeles de MA
amyloide tels que les souris APP/PS1 (Meng et al., 2020). En revanche, les souris agées de 22
mois, WT comme PS1Ki, développent un comportement de type anxieux. Cet effet du
vieillissement a déja été observé chez des souris C57B1/6J agées (entre 17 et 28 mois) dans
différents tests évaluant I’anxiété comme 1’openfield ou les labyrinthes en O et en croix surélevé

(Benice et al., 2006 ; Bisaz et al., 2013 ; Frye et al., 2008).

Les ¢études sur I’effet de I’HI sur les performances cognitives se sont principalement
focalisées sur la mémoire impliquant I’hippocampe. Chez de jeunes souris C57B1/6J agées de
1,5 a 3 mois, I’HI chronique a entrainé une altération de la mémoire spatiale et de la mémoire
de reconnaissance d’objet a court et long terme a partir de 14 jours d’exposition (Shang et al.,
2007 ; Xu et al., 2015). 11 n’était donc pas étonnant d’observer dans notre étude une atteinte
mnésique chez les jeunes souris sauvages de 3 mois avec une exposition nettement plus longue
a I’HI. La mémoire de reconnaissance d’objet n’est pas altérée avec le vieillissement chez les
souris WT, jusqu’a 24 mois (Benice et al, 2006, Wimmer et al., 2021). De maniére
intéressante, 1’atteinte de cette mémoire suite a I’HI perdure chez les souris plus agées de 12 et
22 mois. De plus, dans notre étude, les souris contréles ont en moyenne passé plus de 30
secondes a explorer le nouvel objet dans le labyrinthe en Y, tandis que les études en openfield
utilisant le méme test comportemental rapportaient environ 12 secondes d’exploration, ce qui
confirme 1’augmentation des temps d’exploration des objets lorsque le test est effectué dans un
labyrinthe en Y (Leger et al., 2013). L’indice de discrimination reste semblable a ce qui est
rapporté dans la littérature, soit approximativement 60% (Denninger et al., 2018).

Concernant I’effet de I’HI sur les performances cognitives des souris PS1Ki, le test de
reconnaissance d’objet n’a pas permis d’aboutir a une conclusion. En effet, nous avons constaté
que ces souris, des 1’age de 3 mois, présentent une altération de la mémoire de reconnaissance
d’objet, méme en normoxie. Il avait pourtant été rapporté que ces souris jeunes étaient en
mesure de réussir le test de la piscine de Morris, aprés un surentrainement (Sun et al., 2005).
L’altération de la plasticité synaptique observée des 3 mois chez ces souris (Auffret et al., 2010)
pourrait expliquer I’échec au test NOR. D’autres tests de comportement, le déplacement
d’objet, I’alternance spontanée dans un labyrinthe en Y ou encore un test permettant de graduer

la réussite devront étre expérimentés afin de mettre en évidence a la fois les effets de I'HI, de
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I’age et également du génotype sur les performances cognitives, éventuellement en rapport avec
I’augmentation de 1’ AB42 soluble observée chez ces souris PS1Ki (Sun et al., 2005).

Bien que les études divergent sur I’implication exacte des structures cérébrales dans le
test de reconnaissance d’objet, il semblerait que I’hippocampe et le cortex périrhinal soient tous
deux concernés (Antunes et Biala, 2012). Ainsi, I’atteinte cognitive observée chez les animaux
sauvages exposés a I’HI pourrait étre liée a une atteinte hippocampique, perturbant
I’apprentissage lors de I’exploration des objets au cours de la phase d’acquisition. Cette

hypothése pourrait ainsi expliquer que les souris PS1Ki, qui présentent des déficits

d’apprentissage des 3 mois, ne réussissent pas ce test.

III. Effet de I’HI sur la sénescence cellulaire des souris sauvages

L'accumulation de cellules sénescentes au cours du vieillissement est impliquée dans
I'étiologie des pathologies liées a 1'age, y compris les troubles neurodégénératifs. Des études
récentes ont montré que des cellules sénescentes s’accumulent dans le cerveau au cours du
vieillissement, bien que la plupart d’entre elles soient post-mitotiques (Melo Dos Santos et al.,
2024). Chez des animaux transgéniques modeles de la MA, 1'accumulation de Tau et d'AB
provoque la sénescence prématurée de divers types cellulaires du tissu cérébral, astrocytes,
neurones, microglies et cellules précurseurs d'oligodendrocytes (Lau et al., 2023). De méme,
ces divers types de cellules sénescentes ont été identifiés dans le tissu cérébral humain post-
mortem de la MA (Delikordi et al., 2021 ; Sahu et al., 2022).

L’HI étant un des facteurs aggravants de la MA, nous avons souhaité étudier son effet
sur des marqueurs de sénescence cellulaire dans I’hippocampe, le cortex entorhinal et le cortex
préfrontal des souris sauvages jeunes, adultes et agées pour identifier un potentiel effet du
vieillissement chronologique. Ces trois structures sont particuliérement touchées dans la MA,
le cortex entorhinal et I’hippocampe sont plutdt touchés au début de la maladie tandis que le
cortex préfrontal présente les deux caractéristiques physiopathologiques de la MA plus
tardivement (Swarbrick et al., 2019).

Suite a I’exposition a I’HI chronique, les jeunes souris de 3 mois présentent au niveau
de I’hippocampe une augmentation de marqueurs de sénescence cellulaire, p16™5# et p 1 9ARE,
qui n’est toutefois pas accompagnée d’augmentation de 1’expression de génes codant pour des

cytokines pro-inflammatoires du SASP ¢étudiés ici. L hippocampe apparait donc comme une
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structure particulierement sensible a I’hypoxie, puisque ni le cortex entorhinal ni le cortex
préfrontal ne semblent affectés a cet age. A notre connaissance, ces structures cérébrales n’ont,
jusqu’a présent, pas €té explorées dans le cadre d’un protocole d’HI chronique.

Concernant 1’effet de I’HI chez des souris adultes de 12 mois, une augmentation des
marqueurs de sénescence, pl 6™ p2 ¢! et dans une moindre mesure pl 9RF, est également
retrouvée dans I’hippocampe a laquelle s’ajoute une augmentation de 1’expression du gene
codant pour TNFa, un composant du SASP. Ces données suggerent que 1’HI n’aurait pas le
méme effet sur I’induction de la sénescence cellulaire en fonction de I’age des souris, avec un
effet plus important observé chez les souris adultes. Il est probable que des mécanismes
neuroprotecteurs permettent de limiter la mise en place de la sénescence cellulaire dans
I’hippocampe des jeunes souris. Ainsi, la diminution du principal facteur neurotrophique du
cerveau, BDNF, au cours de I’age, augmente 1’activation microgliale ce qui favorise la sécrétion
de médiateurs pro-inflammatoire via I’activation de la voie NF-xkB (/i et al., 2020). Cette voie,
particulierement stimulée au sein des cellules sénescentes, est centrale pour la régulation de
I’expression des genes codant les protéines du SASP.

Un résultat intéressant est I’augmentation de ces mémes marqueurs de sénescence et de
SASP dans le cortex entorhinal et préfrontal chez des souris de 12 mois, indiquant que I’HI
provoque ’induction de la sénescence dans des structures cérébrales impliquées a différents
stades dans la MA.

L’HI semble particuliérement augmenter 1’expression de la protéine p16MK44

mais pas
de la protéine p21¢™! dans I’hippocampe des souris sauvages de 3 et 12 mois. Des études
suggérent que la protéine p21¢™! serait plutdt exprimée dans I’induction de la sénescence,

tandis que la protéine p16™NK4A

jouerait un role dans le maintien de cet état cellulaire particulier
(Alcorta et al., 1996 ; Stein et al., 1999). Le protocole d’HI s’effectuant sur une longue durée,
6 semaines, il est possible que les cellules de I’hippocampe soient dans un état sénescent stable
plutdt que dans un état que 1’on pourrait caractériser de transitoire. Le fait que I’HI n’induise

ICIPI

pas la surexpression de la protéine p2 pourrait également révéler une absence de cassures

dans I’ADN. En effet, les réponses de dommages a I’ADN active la voie p53 aboutissant a

I’expression de p21¢!P!

permettant ainsi 1’arrét du cycle cellulaire en inhibant les complexes
cyclines/CDK (Kumari et al., 2021). Cet arrét du cycle permet soit de réparer I’ADN soit, en
cas de dommages irréparables, de faire entrer la cellule en état d’apoptose ou de sénescence

cellulaire.
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Nous avons donc exploré ’apoptose soit en analysant 1’expression génique de Bcl2 et
Banx, soit au niveau protéique via I’expression de la Caspase 3 ou de PARP-1 clivée. Chez les
souris sauvages de 3 ou 12 mois, I’HI ne semble pas induire d’apoptose dans les structures
cérébrales étudiées. Ce résultat va a I’encontre d’études menées dans I"hippocampe de souris
sauvages exposées a une HI montrant une diminution de Bcl2 et une augmentation de Cas3 et
des cassures d’ADN par la technique TUNEL (Deng et al., 2015 ; Xu et al., 2015). PARP-1 est
¢galement impliquée dans la réponse aux dommages a I’ADN en agissant dans la détection des
cassures des brins d’ADN (Pascal, 2018). L’absence d’effet observé de I’HI sur PARP-1 et
p21€"! dans I’hippocampe de souris de 3 et 12 mois soutiendrait I’hypothése d’une absence de
dommages a I’ADN dans notre modele, et expliquerait les divergences de résultats sur

I’apoptose.

Au regard de ces différents résultats, I’HI semble induire la sénescence cellulaire
notamment dans ’hippocampe des souris de 12 mois. Il est donc pertinent de focaliser nos
travaux sur ce groupe de souris et sur cette région cérébrale. L’investigation de 1’activité SA-
[-gal a permis de mettre en évidence, de maniére qualitative pour le moment, une augmentation
de cette activité de manic¢re hétérogeéne dans I’hippocampe des souris exposées a I’HI. Ce
résultat permet de confirmer I’induction d’une sénescence cellulaire dans le cerveau, par le biais

de I’HI chez les souris sauvages de 12 mois.

Pour aller plus loin, nous avons souhaité caractériser 1’expression de la protéine
9

6NK4A au niveau cérébral, d’une part pour analyser sa distribution dans le gyrus denté et la

pl
corne d’Ammon de I’hippocampe et d’autre part pour identifier le(s) type(s) cellulaire(s)
exprimant cette protéine.

Les souris sauvages de 12 mois, en normoxie, expriment faiblement la protéine p16™NK4A
uniquement dans le gyrus denté (DG) et la région CA3 tandis que, suite a I’HI chronique, les
immunohistochimies montrent une expression accrue de la protéine p16™X4A dans I’ensemble
de la corne d’Ammon et le DG, en accord avec I’augmentation observée par Western blot. Le
DG est I'un des sieges de la neurogenese et 1’altération de cette structure peut induire des
déficits cognitifs (Hollands et al., 2017). Par ailleurs, Khuu et al., ont montré qu’une HI
chronique, sur une durée d’au moins 20 jours, diminuait la LTP dans le DG (K/uu et al., 2019).
Parallélement, I’expression de p16™X4A dans le bulbe olfactif, une autre zone de neurogenése,

a induit une diminution de la capacité d’auto-renouvellement des cellules souches neuronales

(Molofsky et al., 20006). 1 serait intéressant d’étudier la plasticité synaptique dans notre modele
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d’HI, ce qui nous permettrait de relier la sénescence a I’altération de cette plasticité et
d’expliquer, au moins en partie, les déficits cognitifs que nous avons retrouvés chez les souris
sauvages exposées a I’HI.

L’HI ne semble donc pas affecter I’hippocampe de mani¢re homogene. Méme si Sapin
et al., ne se sont pas spécifiquement intéressés a la sénescence cellulaire, ils ont identifié une
neuroinflammation de bas grade uniquement dans la partie dorsale de I’hippocampe, montrant
d’ores et déja I’effet hétérogene de I’HI (Sapin et al., 2015). L analyse de la partie ventrale et
dorsale de I’hippocampe pourrait également étre une piste intéressante a explorer. En effet, la
protéine pl16™K4A étant exprimée de maniére hétérogéne dans le DG et les régions de la CA, sa
distribution pourrait se révéler différente entre les parties dorsale et ventrale de 1’hippocampe.
Certaines chimiokines et cytokines pro-inflammatoires étant des caractéristiques du SASP
sécrété par les cellules sénescentes, nous pouvons €émettre 1’hypothése que I’HI chronique
pourrait particuliecrement favoriser la sénescence cellulaire dans 1’hippocampe dorsal.
L’hippocampe ventral et dorsal de la souris n’ont pas exactement les mémes fonctions. La partie
ventrale jouerait un role dans la mémoire sociale et émotionnelle tandis que la partie dorsale
serait impliquée dans I’apprentissage, la mémoire spatiale et épisodique (Zemla et Basu, 2017).
La sénescence induite par I’HI pourrait donc préférentiellement affecter la partie dorsale de
I’hippocampe, en particulier au niveau du DG et de CA3 avant de se généraliser a I’ensemble
de cette structure via une communication paracrine du SASP, affectant alors les capacités

cognitives nécessaires a la réussite d’un test mnésique comme le test de reconnaissance d’objet.

Dans un second temps, 1’étude immunohistochimique pour visualiser les neurones et les
astrocytes a permis plusieurs observations. Chez les souris contrdles, la protéine pl16MK4A
semble étre exprimée dans certains neurones de I’hippocampe, mais pas dans les astrocytes.
Cependant, I’augmentation de 1’expression de cette protéine induite par I’HI ne semble plus
uniquement concerner ces seuls neurones. Pour autant, les astrocytes ne semblent pas étre
affectés dans ces conditions, bien que la littérature soutienne une expression de p16™%4A dans
les astrocytes soumis a un stress aussi bien in vitro (Bitto et al., 2010) qu’in vivo (Preininger,
et al., 2023). L’HI chronique pourrait donc induire un état de sénescence cellulaire dans les
neurones via 1’expression de la protéine p16™K4A mais également toucher un ou plusieurs types
cellulaires autres que les astrocytes. Des analyses immunohistochimiques permettant de
visualiser les microglies, les oligodendrocytes et la protéine p16™%4A devront compléter nos
observations. Les cellules microgliales, les macrophages résidents du SNC, sont

particulierement sensibles aux changements de leur micro-environnement. Un stress, tel que
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I’HI, peut induire leur activation, comme montré dans 1’étude de Sapin et al., (Sapin et al.,
2015). L activation chronique des cellules microgliales qui est une caractéristique notamment
rapportée dans la pathologie de la MA est néfaste pour 1’environnement via la sécrétion de
médiateurs pro-inflammatoires. De plus, les cellules microgliales sont des cellules
prolifératives, I’induction de leur état sénescent pourrait donc les maintenir dans un état actif,
plutot que ramifié, ce qui renforcerait I’inflammation dans I’environnement tissulaire.

Nous pourrions également nous intéresser aux oligodendrocytes, cellules essentielles a
la my¢linisation de 1’axone des neurones, dans le cas d’une HI chronique. Cependant, la
sénescence des oligodendrocytes semble essentiellement dépendre de la présence de plaques
amyloides (Lau et al., 2023 ; Zhang et al., 2019). Les souris sauvages ne présentant pas de
plaques, indépendamment de 1’age, il reste peu probable que I’HI induise la sénescence de ce
type cellulaire. Cependant, 1’inflammation chronique induit par 1’accumulation de cellules
sénescentes et le stress oxydant peuvent induire la démyélinisation axonale favorisant des

déficits neuronaux et des troubles cognitifs (Sams et al., 2021).

Une augmentation de I’expression génique du TNFa a été observée apres HI. Le
TNFa est sécrété aussi bien par les neurones sénescents que les cellules gliales. La sécrétion de
cette cytokine par les neurones pourrait renforcer et maintenir leur état de sénescence. Sa
sécrétion par les cellules gliales, qu’elles soient sénescentes ou non, serait une réponse au stress
provoqué par I’HI et favoriserait la sénescence des cellules avoisinantes de fagon paracrine. Il
a d’ailleurs été montré que le TNFa, sécrété par les microglies agées, était suffisant pour induire
un état sénescent dans des neurones in vitro (Bae et al., 2022 ; Wong et al., 2013). Ces éléments
semblent suggérer une probable implication des microglies activées dans notre modele, a la
suite d’une HI.

Le SASP des cellules sénescentes peut €¢galement propager la sénescence cellulaire aux
cellules voisines comme a des cellules plus éloignées par le biais de la communication paracrine

(Admasu et al., 2021). La protéine p1 6™NKA

étant exprimée de maniere hétérogene, il est possible
que son augmentation liée a I’HI résulte d’une propagation de la sénescence cellulaire par le
SASP, touchant alors I’ensemble de I’hippocampe de souris sauvages de 12 mois. Toutefois,
les souris sauvages de 3 mois présentent une augmentation de la protéine pl6MNK4A
apparemment, en absence de SASP. Il serait donc intéressant d’étudier, par
immunohistochimie, la distribution de p16™%4* dans I’hippocampe des jeunes souris. Si a cet

age, ’augmentation de I’expression de cette protéine se cantonne au DG et a la région CA3,
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cela favoriserait I’hypothese de la propagation de la sénescence aux régions CA1 et CA2 par
des facteurs du SASP.

On peut également supposer que la sénescence initiée dans I’hippocampe puisse
entrainer la sénescence dans les cortex entorhinal et préfrontal via I’effet paracrine du SASP,
qui se mettrait en place chez les souris de 12 mois. Des études in vitro utilisant des cultures de
cellules provenant de I’hippocampe des souris sauvages de 12 mois ayant subit 6 semaines d’HI
permettraient de tester cette hypothése. Nous pourrions récuperer leur sécrétome (SASP) dans
le milieu de culture et réaliser des expériences de milieux conditionnés sur des cellules de cortex
préfrontal ou entorhinal provenant de souris de méme age. Une autre technique envisageable
est I’utilisation de chambres microfluidiques, permettant le passage unilatéral des molécules
sécrétées par les cellules provenant des animaux en HI vers les cellules provenant d’animaux
en normoxie.

I1 existe également des systemes spécifiques (BioSphérix) permettant 1’exposition des
cultures cellulaires a des cycles d’HI. Bien que cette méthode ne permette pas les mémes cycles
d’HI qu’in vivo (ex : 9 cycles/jours, O2 30 min a 21% puis Oz 30 min a 0,1%), elle a notamment
été suffisante pour induire un phénotype de type sénescent dans des préadipocytes provenant
d’individus sains (Polonis et al., 2020). L’HI pourrait étre une nouvelle méthode d’induction
de la sénescence cellulaire in vitro, ne nécessitant ni radiations ni molécules pharmacologiques.
De plus, cette méthode permettrait d’analyser séparément ’effet de I’HI sur les différents types
cellulaires neuronaux et de mieux comprendre les mécanismes moléculaires mis en place dans
le cerveau des souris sauvages.

Pour aller plus loin, il serait également nécessaire de caractériser le(s) type(s)
cellulaire(s) a I’origine de ce SASP. Le séquencgage de I’ ARN par type cellulaire unique (single-
cell RNA-sequencing) de I’hippocampe permettrait a la fois d’analyser un panel bien plus large
de marqueurs typiques de la sénescence et de mettre éventuellement en évidence une spécificité
de marqueur pour chaque type cellulaire. Le but étant de comprendre le plus finement possible

I’effet qui découle d’une HI chronique sur la sénescence cellulaire.

De maniére générale, I’HI chronique conduit & une production importante de ROS
submergeant les systémes antioxydants et conduisant a un stress oxydant (Z/:ang et al., 2023).
Le stress oxydant est connu pour faire partie des inducteurs de sénescence cellulaire pouvant
activer la voie des MAPK ou celle de la réponse aux dommages a I’ADN (Huang et al., 2022).
Dans notre mode¢le, nous avons également mis en évidence un stress oxydant, li¢ a I’HI

chronique, par le biais de 1’augmentation de la quantité de protéines carbonylées dans
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I’hippocampe des souris sauvages de 3 et 12 mois. En effet, I’oxydation irréversible des
protéines, majoritairement provoquée par le radical hydroxyle, est un marqueur de stress
oxydant. Ce stress pourrait induire la sénescence cellulaire et/ou entretenir 1’état sénescent des
cellules et favoriser une neuroinflammation (Chen et al., 1994 et 1995 ; Takahashi et al., 2006).
Le stress oxydant peut activer la voie p38MAPK et la transcription de médiateurs pro-
inflammatoires par le biais de NF-xB, en plus d’induire de maniére indirecte la sénescence
cellulaire (Freund et al., 2011). Une étude réalisée sur des cellules hippocampiques exposées a
I’HI a d’ailleurs mis en évidence une activation de la voie NF-xB dans les cellules gliales et les
neurones favorisant une astrogliose (Angelo et al., 2014). Dans notre étude, il est probable que
si ’induction d’un état de sénescence cellulaire a pour origine le stress oxydant, elle implique
la voie des MAPK puisque, comme nous I’avons vu précédemment, ni p2/?! ni PARP-1 ne
sont significativement augmentés a la suite d’une HI chronique.

L’accumulation de protéines carbonylées que nous avons observée pourrait ainsi révéler
une accumulation de ROS submergeant les défenses antioxydantes et/ou un déficit de
I’homéostasie protéique qui ne serait plus en mesure d’assurer correctement I’¢limination des
protéines oxydées (Zhang et al, 2023). Une augmentation des protéines oxydées et de la
peroxydation des lipides, accompagnée d’une diminution de la superoxyde dismutase sont en
faveur d’un stress oxydant suite a une HI d’au moins 14 jours (Shang et al., 2007 ; Deng et al.,
2015). De plus, I’utilisation d’un flavonoide, la pinocembrine, a diminué I’inflammation induite
par I’HI et améliore la cognition (Gong et al, 2020). 11 nous semble cependant pertinent
d’analyser les voies p38MAPK et NF-xB afin d’affiner I’implication du stress oxydant dans notre

modeéle.

Une de nos hypothéses de départ mentionnait que I’HI pouvait avoir un effet différent
en fonction de I’age des souris, avec un impact plus important dans le cerveau des souris agées.
C’est pourquoi, nous avons étudié ’effet de I’HI chez des souris de différents ages. A notre
connaissance, un protocole chronique d’HI chez des souris agées n’a jamais été étudié jusqu’a
présent. De maniére surprenante, les résultats obtenus n’ont pas été dans le sens de notre
hypothéese. En effet, les souris de 22 mois ne présentent pas d’augmentation des marqueurs de
sénescence, de SASP, ou de stress oxydant lorsqu’elles sont soumises a une hypoxie
intermittente, indépendamment de la structure étudiée. L’une des premicres hypothéses serait
que I’HI n’exacerbe pas les marqueurs que nous avons étudiés qui sont déja €levés dans les
animaux agés contrdles. En effet, lors du vieillissement physiologique, les cellules cérébrales

expriment des marqueurs de sénescence (Baker et al., 2018) et présentent de nombreuses
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altérations dont une diminution des défenses antioxydantes, de la protéostasie et des
mécanismes de réparation de I’ADN ainsi qu’une augmentation de I’inflammation (Mattson et
al., 2018). L’HI n’aggraverait pas davantage les altérations liées a 1’age. Pour confirmer cette
hypothese, il faudrait pouvoir comparer I’expression des niveaux des marqueurs d’intéréts sur
de nouveaux groupes d’animaux adultes et 4gés soumis au protocole de normoxie et d’HI. Cette
analyse pourrait permettraient de discriminer les effets du vieillissement et de I’HI et de préciser

a quel point I’HI induit un vieillissement cérébral par le biais de la sénescence cellulaire.

Notre étude sur les souris sauvages a donc notamment permis de mettre en évidence que
I’HI chronique et sévere induit la sénescence cellulaire, notamment via I’induction de la
protéine pl6™K4A un environnement pro-inflammatoire et le stress oxydant de maniére
dépendante de 1’age et de maniére hétérogene dans le cerveau. La persistance et I’accumulation
de cellules sénescentes sécrétant un SASP pourraient alors favoriser et/ou participer a la
neuroinflammation et aux déficits cognitifs. Cette hypothése est soutenue dans plusieurs études
qui ont montré que 1’¢limination spécifique des cellules sénescentes chez les animaux agés a
amélioré significativement leurs performances cognitives dépendante de 1’hippocampe
(Tarantini et al., 2021). De maniére générale, induire I’¢limination de I’ensemble des cellules
sénescentes de I’oraganisme atténue les troubles cognitifs liés a I’age chez le rongeur (Ogrodnik

etal.,, 2021 ; Krzystyniak et al., 2022).

De plus, la sénescence cellulaire pourrait également €tre une connexion entre les
résultats obtenus dans différentes études ayant utilisées un protocole d’HI chronique. Ces études
menées dans I"hippocampe de souris C57B1/6J ont notamment mis en évidence une altération
des performances cognitives, une atteinte du DG avec un déficit de la plasticité synaptique et
une diminution de nouveaux neurones immatures, une augmentation de I’inflammation avec
une augmentation importante de la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires accompagnées
d’une gliose ainsi qu’un stress oxydant qui perdure dans le temps (Deng et al., 2015 ; Gong et
al., 2020 ; Khuu et al., 2019 ; Sapin et al., 2015 ; Shang et al., 2007 ; Xu et al., 2015).
L’ensemble de ces déficits induits par I’HI chronique pourrait avoir pour origine I’accumulation

de cellules sénescentes et les effets des composants du SASP.

Pour faire le parallele avec I’Homme, le SAS sévére pourrait donc induire un
vieillissement cérébral prématuré par le biais de la sénescence cellulaire qui serait impliquée

dans le déclin cognitif. Le premier facteur de risque de la MA étant 1’age, I’HI pourrait donc
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participer, accélérer, voire aggraver cette pathologie neurodégénérative ainsi que d’autres
pathologies puisqu’il a récemment été mis en évidence un raccourcissement des télomeres
leucocytaires chez les patients atteints d’apnée du sommeil (Boyer et al., 2016 ; Turkiewicz et
al., 2021). La sénescence induite par I’HI chronique a aussi été démontrée dans d’autres cellules
humaines comme les préadipocytes (Polonis et al., 2020) et les cellules endothéliales (K/alyfa
et al., 2020). Mais I’implication du SAS par le biais de la sénescence cellulaire n’a pas été

concrétement mis en évidence dans les pathologies liées a I’age, en particulier dans la MA.

IV. Effet de ’hypoxie intermittente chez les souris PS1Ki

Cette partie du projet a consisté a suivre la méme démarche que pour les souris sauvages
en étudiant I’effet de I’HI sur des souris PS1Ki de différents ages. Ces souris présentent une
détérioration de 1’apprentissage et de la cognition accompagnée d’une altération synaptique
hippocampiques dés 1’age de 3 mois qui s’aggravent avec 1’age (Auffret et al., 2010 ; Sun et al.,
2005 et 2014). Elles présentent également une augmentation progressive de 1’ A4z soluble (Sun
et al., 2005) et constituent donc un modele intéressant pour étudier 1’effet de I’HI en fonction

des effets de I’age sur les troubles cognitifs.

Chez les souris PS1Ki de 3 mois, ’HI chronique a induit une augmentation de
I’expression des génes codant pour des protéines impliquées dans la sénescence cellulaire et le
SASP, uniquement dans 1’hippocampe. Contrairement a ce qui a été observé chez les jeunes
souris sauvages, I’augmentation de 1’expression de TNFa et d’IL-1f indique que le SASP
semble étre déja activé dans les cellules de 1I’hippocampe des souris PS1Ki, montrant d’ores et
déja un effet de I’HI plus important chez les souris modéles de la MA. Par ailleurs, la cytokine
pro-inflammatoire IL-1f, principalement sécrétée par les cellules gliales, peut s’avérer néfaste,
lorsqu’elle est sécrétée de maniere chronique, en induisant des dysfonctionnements neuronaux
qui pourraient a leur tour aggraver les déficits cognitifs chez les souris. (Nnah et al., 2020).
Cette cytokine est par ailleurs également retrouvée de maniére importante dans le LCR des
patients atteints de la MA (White et al., 2017).

A 12 mois, I’HI chronique a exacerbé la transcription de geénes impliqués dans la
sénescence et le SASP. En effet, la comparaison entre les souris PS1Ki et les souris WT en

normoxie a montré une augmentation de certains marqueurs de sénescence, comme pl16™K* et
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p19ARF chez la souris PS1Ki. Nous montrons, pour la premiére fois, que la mutation M146V
pourrait provoquer une induction de la sénescence dans 1’hippocampe des souris. Les souris
PS1Ki présentent une augmentation progressive des peptides AP qui sont par ailleurs
augmentés par le TNFa (Whiten et al., 2020). Plusieurs études ont montré que ces peptides
pouvaient induire la sénescence cellulaire dans différents types cellulaires cérébraux, in vitro
(Bhat et al., 2012 ; He et al., 2013 : Ungerleider et al., 2021 ; Wei et al., 2016). Dans notre
modele, I’AB4> pourrait donc favoriser la sénescence cellulaire qui serait alors exacerbée par
I’HIL

En plus des génes dont I’expression était trouvée augmentée chez les souris sauvages,
nous constatons une induction des génes /L-1 et GLBI codant la 3-galactosidase. On retrouve
d’ailleurs de maniére qualitative une augmentation de I’activit¢é de la SA-B-gal dans
I’hippocampe des souris PS1Ki soumises a I’HI. De plus, une augmentation des marqueurs de
la sénescence et du SASP ont également ¢té mis en évidence dans les cortex préfrontal et
entorhinal, indiquant 13 encore un effet plus sévere de I’HI chez les souris PS1Ki que les souris
sauvages de méme age. L’HI induisant I’expression de 7TNFa et d’IL-1[ par des microglies
corticales (Smith et al., 2013), il est fort probable que 1’expression de ces deux cytokines soit
du moins en parti diie a une réponse microgliale vis-a-vis de I’HI chronique dans notre modele.

Une autre différence notable entre les souris sauvages et PS1Ki est la présence de
I’expression de la protéine p19ARF qui est augmentée dans toutes les structures cérébrales des
souris PS1Ki de 12 mois et dans I"hippocampe des PS1Ki de 3 mois. Une récente étude menée
par Dehkordi et al., a notamment montré une expression élevée de cette protéine dans le tissu
cérébral de patients atteints de la MA (Delikordi et al., 2021). 1ls ont aussi mis en évidence que

les neurones p19ARF

positifs contiennent, pour la plupart, de la lipofuscine, un pigment qui
s’accumule au cours du vieillissement. Dans le cadre de notre étude, il serait donc intéressant
de confirmer I’augmentation de I’expression de la protéine pl9ARY par Western blot et
immunohistochimie et d’approfondir le role de p19ARF dans la sénescence induite par I’'HI.

Comme pour les souris sauvages, la protéine p16™NK4A

est augmentée dans I’hippocampe
des souris PS1Ki de 3 et 12 mois apres traitement. Une étude immunohistochimique effectuée
dans I’hippocampe des souris adultes en normoxie a permis d’observer que la protéine p16™K4A
est présente dans I’ensemble de cette structure, notamment au niveau du DG et de la région
CA1 mais également dans les régions CA2 et CA3. De fagon particulierement intéressante, la

proportion et la distribution de cette protéine chez les souris PS1Ki en normoxie semblent tres
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proches de celles retrouvées chez les souris WT de 12 mois exposés a I’HI chronique. La
quantification en immunohistochimie de p16™%4* dans ces deux modéles murins nous
permettra de savoir si I’HI est suffisante pour induire une sénescence cérébrale semblable a
celle observée dans un modéle de MA. Chez les souris PS1Ki, I’HI a intensifié 1’expression de
la protéine pl6™K4* dans I’ensemble de I’hippocampe, bien qu’elle soit majoritairement
présente dans le DG et CA3.

De fagon similaire a ce qui a été observé pour les souris sauvages, la protéine p16™NK4A
semble principalement exprimée dans certains neurones de 1I’hippocampe des souris PS1Ki en
normoxie, tandis que I’augmentation de cette protéine liée a I’HI pourrait toucher d’autres
cellules que les neurones et les astrocytes. De plus, 1’¢élargissement de 1’expression du SASP,
en particulier d’IL-1f3, chez les souris PS1Ki conforte I’hypothése de I’implication des cellules
gliales dans les effets déléteres de I’HI. En effet, I’'HI pourrait induire la sénescence des
microglies mais pourrait tout aussi bien entrainer la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires
par les microglies non-sénescentes, favorisant la sénescence d’autres types cellulaires, dont les
neurones. L’HI pourrait aussi privilégier le phénotype dystrophique des microglies, qui est
particuliérement néfaste dans la MA (Streit et al., 2020) méme si celui-ci ne semble pas avoir

de lien avec la sénescence (Neumann et al., 2023).

L’analyse de la quantité de protéines carbonylées ne s’avére pas augmentée de fagon
significative dans 1’hippocampe des souris PS1Ki soumises a une HI chronique, bien que les
souris de 12 mois présentent une tendance a 1’augmentation. Ce résultat étant assez inattendu,
nous avons comparé la quantité de protéines carbonylées entre les souris WT et les souris
PSIKi. Cette analyse a révélé que les souris PS1Ki présentent une augmentation du stress
oxydant de maniére semblable aux souris sauvages ayant subi I’HI. On peut donc supposer que

I’HI, chez les PS1Ki de 12 mois, n’exacerbe pas ce stress oxydant déja présent.

Concernant les souris PS1Ki de 22 mois, nous avons observé les mémes résultats
surprenants que chez les souris sauvages a savoir que I’HI n’a pas exacerbé les marqueurs de
sénescence cellulaire et du SASP dans les structures cérébrales étudiées chez les PS1Ki. Pour
savoir s’il s’agit d’un effet « seuil », il faudrait comparer I’expression des marqueurs de
sénescence entre les souris des différents ages. L’effet « seuil » pourrait également étre
confirmé en comparant les souris sauvages et PS1Ki de 22 mois. Etant donné que nous avons

montré qu’a 12 mois, les cellules de I’hippocampe des souris PS1Ki expriment des marqueurs

-181-



de sénescence de maniere plus importante que les souris sauvages du méme age, on peut

s’attendre a qu’il en soit de méme pour les souris PS1Ki de 22 mois.

V. Conclusions et perspectives

Ce travail de thése présente une nouvelle approche de 1’effet de I’HI chronique sur le
vieillissement cérébral par le biais de la sénescence cellulaire. Les résultats qui en découlent
ont permis de mettre en évidence que le modele expérimental du SAS séveére induit des déficits
cognitifs accompagnés d’une sénescence cellulaire dont ’amplitude dépend de I’age. Cette
sénescence ne touche pas de fagon homogene les différentes régions du cerveau et se manifeste
surtout dans I’hippocampe avec la-encore une localisation différentielle au sein des structures
de I’hippocampe chez les souris sauvages. L’HI entraine également une sénescence cellulaire
plus importante chez les souris modéles de la MA avec une atteinte des cortex préfontal et
entorhinal, en plus de I’hippocampe.

La sénescence cellulaire pourrait étre un des facteurs clés de la bascule du vieillissement
cérébral physiologique vers la pathologie neurodégénérative et de 1’accélération du passage de
troubles neurocognitifs 1égers vers des troubles neurocognitifs majeurs. Identifier et traiter le
SAS pourrait se révéler essentiel pour éviter un vieillissement cérébral prématuré pouvant

accélérer la physiopathologie et les symptomes de la MA.

Globalement, ce travail a soulevé bon nombre d’hypotheses et d’interrogations pouvant
faire I’objet de différentes études, dont certaines sont évoquées ci-dessous. Cette étude a permis
d’amener des éléments de réponse par rapport a notre problématique, cependant, pour éviter
des conclusions hatives, il nous apparait essentiel de compléter I’ensemble des résultats.

Tout d’abord, comme décrit précédemment, il serait important de comparer les souris
sauvages et PS1Ki aux différents ages pour vérifier s’il existe un effet « seuil » de la sénescence
cellulaire. Cela nécessiterait d’effectuer de nouveaux groupes des deux phénotypes de souris
des trois différents ages pendant six semaines de normoxie ou d’HI.

Ensuite, pour confirmer que les cellules sénescentes induites par une HI chronique sont
bien responsables des déficits cognitifs, un traitement sénolytique permettant d’éliminer
spécifiquement les cellules sénescentes pourrait étre utilisé. En effet, si des souris sauvages
traitées par les sénolytiques sont exposées au protocole d’HI chronique et ne présentent pas de

déficit de mémoire, ceci permettrait de valider de fagon catégorique I’implication des cellules
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sénescentes dans ’altération cognitive suite a ’HI. Des résultats trés intéressants utilisant le
navitoclax (ABT263) afin d’¢éliminer les cellules sénescentes dans les souris modeles de
tauopathie PS19 a diminu¢ de nombreux marqueurs de sénescence dans 1’hippocampe et
diminué les agrégats de protéines Tau phosphorylées (Bussian et al., 2019). L’élimination
génétique des cellules exprimant p16™K4A dans ce méme modéle & méme permis de restaurer
les déficits cognitifs induits par la mutation (Bussian et al., 2019). Un autre traitement
sénolytique, D+Q a amélioré les performances de la mémoire cognitive dans un modele murin
d’amyloidose, APP/PS1. En plus de diminuer I’expression de cytokines pro-inflammatoires
dans I’hippocampe et le cortex entorhinal, ce traitement a également diminué les peptides Af4o
et AB42 au sein de ces deux mémes structures (Zhang et al., 2019). Le traitement sénolytique
D+Q a été appliqué a des souris sauvages de 12 mois soumises a I’HI chrnoique et j’ai réalisé
des tests de comportement puis prélevé les tissus cérébraux. Des expériences sur les tissus

cérébraux et les analyses des tests comportementaux sont en cours.

Dans notre modeéle murin de la MA, nous avons montré une induction de la sénescence
cellulaire & 3 mois par I’HI, amplifiée a 12 mois. Cependant, nous n’avons pas montré si I’HI
aggravait la physiopathologie de la MA. Le pouvoir d’agrégation des peptides d’Af3 étant bien
plus faible chez la souris que chez ’Homme, il est peu probable d’observer des plaques
amyloides dans les souris sauvages que les souris PS1Ki. Le dosage du ratio Af40/42 semble
plus pertinent pour analyser I’effet éventuel de I’HI sur les 1ésions MA. Une analyse par ELISA
a été effectuée dans le cadre de ce projet de thése, cependant les résultats sont a recontrdler et
cette expérience devra étre de nouveau mise au point.

I1 serait également intéressant d’analyser 1’effet de I’HI dans un mod¢le de Tauopathie
comme les souris P30IS ou dans un modéle exprimant les deux caractéristiques
physiopathologiques de la MA, les souris 3xTgAD, d’autant plus que nous avons montré que
I’HI chronique induit une sénescence des neurones, du moins une expression de la protéine
pl6MK4A - Or, plusieurs études révément que les oligoméres de protéine Tau favorisent
I’expression de marqueurs de sénescence dans plusieurs types cellulaires, dont les neurones

(Bussian et al., 2019 ; Dehkordi et al., 2021 ; Delobel et al., 2006 ; Gaikwad et al., 2021).

Chez ’Homme, il n’y a pas d’indication a traiter les patients souffrant de SAS léger, et
seulement certains patients avec SAS modéré sont éligibles au traitement lorqu’ils présentent
un SAS trés symptomatique ou avec des comorbidités séveres. Alors que mes travaux se sont

focalisés sur I’HI chronique et sévere, il serait intéressant de savoir si ’hypoxie intermittente
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modérée et/ou légere est également en mesure d’avoir des effets au niveau de la sénescence
cellulaire. Dans ce cas, un protocole d’HI avec une réduction du nombre de cycles faisant varier
la FiO2 par heure de sommeil pourrait étre proposé. Des études ont en effet montré qu’une HI
chronique légere est suffisante pour favoriser la pathologie Tau dans un modeéle murin de
tauopathie, P301S (Kazim et al., 2022) tandis qu'une HI modérée n’augmente pas le nombre de
plaques amyloides ni les niveaux d’Af40 et AB42 mais induit une astrogliose dans un modele

d’amyloidose, APP/PS1 (Macheda et al., 2019).

Le syndrome d’apnées du sommeil est traitable a I’aide de dispositifs médicaux comme
la PPC ou I’OAM. Nous pourrions étudier I’équivalent d’un SAS traité chez le modele murin.
Cela consisterait a exposer les souris a une HI chronique puis a les placer en normoxie hors du
systéme de flux d’air pour éviter également la fragmentation du sommeil et d’examiner la
persitance ou I’élimination des cellules sénescentes dans le cerveau des souris ainsi que leurs
performances cognitives aprés retour a la normoxie. La disparité des effets du traitement du
SAS sur la cognition chez I’'Homme (Kushida et al., 2012) pourrait en effet étre due a une
persistance des cellules sénescentes. Par la suite, il serait donc envisageable de coupler un
traitement sénolytique en plus du traitement du SAS. Une étude récente de Gozal et al., a en
effet montré qu’une exposition a I’HI chronique modérée supérieure a 90 jours chez de jeunes
souris C57Bl1/6J suivie d’une période équivalente passée dans I’air ambiant ne permettait pas
un retour de la mémoire de reconnaissance d’objet (Gozal et al., 2021). De plus, la PPC n’a pas
permis de réduire le pourcentage de noyaux positifs pour YH2AX et pl16™K4A dans le tissu
adipeux des patients (Polonis et al., 2020), bien que le retour a la normoxie aprés une période
d’HI chronique ai été décrit comme nettement bénéfique pour plusieurs organes murins dont le
systéme cardiovasculaire et pulmonaire (Castro-Grattoni et al., 2016 ; Umeda et al., 2020). Le
traitement par PPC ne serait alors pas suffisant pour restaurer ’ensemble des effets néfastes
induits par I’HI, dont I’accumulation de cellule sénescentes. Cependant, une étude récente a
rapporté qu’un traitement sénolytique, le navitoclax, n’était pas non plus suffisant pour restaurer
la mémoire de reconnaissance d’objet chez des souris sauvages juste apres une HI chronique
mais qu’il s’avérait bénéfique s’il était administré en méme temps qu’une période d’HI moins
drastique (Badran et al., 2023). Cette étude confirme la nécessité¢ de coupler la PPC avec un
traitement sénolytique pour améliorer et/ou restaurer les capacités cognitives altérées par le

SAS.
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Enfin, une étude chez I’Homme pourrait faire le lien entre les résultats de ce projet de
thése fondamental et la recherche clinique. En effet, ’analyse de marqueurs de sénescence, du
SASP et de la la MA dans les fluides LCR et/ou sang, de sujets sains, de patients atteints d’un
SAS léger, modéré ou sévere, de patients atteints de la MA et de patients atteints a la fois d’un
SAS et de la MA permettraient de mettre en évidence de potentielles corrélations entre
sénescence, la MA et sévérité du SAS. L’¢étude de Turkiewicz et al., a essayé de mettre en lien
le SAS et la sénescence en démontrant une diminution de la taille des téloméres des leucocytes
(Boveretal., 2015 ; Turkiewicz et al., 2021). Cette attrition a également été retrouvée dans des

cellules immunitaires des patients atteints de la MA (7/homas et al., 2008).

La MA n’est pas la seule pathologie ayant pour facteur de risque I’age, ni la seule
maladie neurodégénérative dans laquelle les cellules sénescentes peuvent jouer un rdle
dommageable (Melo Dos Santos et al., 2024). Des cellules sénescentes ont été retrouvés chez
les patients atteints de la maladie de Parkinson et de la maladie de Huntington, deux pathologies
pour lesquelles des troubles du sommeil ont également été associés (Crosta et al., 2017,
Herzog-Krzywoszanska et al., 2019). 1l s’avere donc crucial d’identifier et de traiter les
différents SAS et d’évaluer ’apport d’un traitement sénolytique a ces traitements. De plus,
caractériser la sénescence, le(s) type(s) cellulaire(s) impacté(s) et le SASP qui en découle

permettra de mieux cibler les cellules sénescentes.
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La maladie d’Alzheimer (MA), maladie neurodégénérative, progressive et incurable entrainant un déclin
cognitif est caractérisée par 1’accumulation extracellulaire de plaques amyloides et d’agrégats intracellulaires de
protéines Tau dans les neurones. Ces deux types de lésions apparaissent initialement dans 1’hippocampe et se
répandent progressivement dans les autres régions du cerveau. L’age est le principal facteur de risque de la MA, mais
d’autres facteurs de risque tels que les troubles du sommeil sont également mis en cause dans le développement de
cette pathologie. Le syndrome d'apnée du sommeil (SAS), caractérisé par une fragmentation du sommeil et une
hypoxie intermittente (HI) est fréquemment retrouvé chez les patients atteints de la MA et les personnes souffrant de
SAS sont plus enclines a développer de troubles cognitifs et des pathologies neurodégénératives. Expérimentalement,
I’HI provoque du stress oxydant et une neuroinflammation, en particulier au niveau de 1’hippocampe, pouvant
entrainer et/ou étre le corollaire d’une sénescence cellulaire et d’un vieillissement précoce.

Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a 1’HI chronique comme inducteur potentiel
de la sénescence dans I"hippocampe en analysant les marqueurs de sénescence et du secrétome inflammatoire associé
a la sénescence (SASP) chez des souris sauvages soumises a une HI chronique pendant six semaines. Afin de
déterminer I’impact de la sénescence induite par 1I’HI sur le développement de la MA, nous avons également travaillé
sur des cohortes de souris PS1Ki, modéles de la MA.

Nous montrons des effets déléteres de I'exposition a I’HI chronique chez des souris adultes par la mise en
évidence de l’altération de la mémoire de reconnaissance d'objet, de I’induction d’un stress oxydant et de
I’augmentation de marqueurs de sénescence cellulaire et du SASP dans I”hippocampe, notamment dans le gyrus denté
et la région CA3 de la corne d’Ammon. Les effets sont graduels avec 1’age des souris et les neurones semblent étre
particuliérement impactés par cet état de sénescence. Chez les souris PS1Ki, les altérations, déja révélées dans des
conditions de normoxie sont exacerbées par I’HI chronique. En effet, en plus d’étre présentes dans 1’hippocampe, les
cellules sénescentes s’accumulent dans les cortex entorhinal et préfrontal en fonction de 1’dge des souris.

L’ensemble de nos résultats suggérent que le processus de sénescence cellulaire serait un facteur clé de la
transition du vieillissement cérébral physiologique vers la pathologie neurodégénérative. Un traitement sénolytique
visant a éliminer les cellules sénescentes pourrait étre envisagé pour améliorer les traitements actuels du SAS et
prévenir un vieillissement cérébral prématuré accélérant la physiopathologie et les symptomes de la MA.

Mots-clés : maladie d’Alzheimer, syndrome d’apnée du sommeil, hypoxie intermittente, vieillissement, stress
oxydant, sénescence cellulaire, SASP

Alzheimer's disease (AD), a neurodegenerative, progressive and incurable diseaseleading to cognitive
decline is characterized by extracellular AP plaques and intracellular neuronal tau-containing neurofibrillary tangles.

Both of these lesions appear in the hippocampus and spread to other regions of the brain. Age is the primary
risk factor, but other risk factors such as sleep disorders are also implicated in the development of AD. Obstructive
sleep apnea syndrome (OSAS), characterized by sleep fragmentation and intermittent hypoxia (IH), is frequently
found in AD patients, and people with OSAS are more prone to developing cognitive disorders and neurodegenerative
pathologies. Experimentally, IH induces oxidative stress and neuroinflammation, specially, in the hippocampus,
which may lead to and/or be a consequence of cellular senescence and premature aging.

In this thesis work, we focused on chronic IH as a potential inducer of senescence in the hippocampus by
analyzing senescence markers and the senescence-associated secretory phenotype (SASP) in mice subjected to
chronic IH for six weeks. To determine the impact of [H-induced senescence on the development of AD, we also
worked on cohorts of PS1Ki mice, AD models.

We demonstrate detrimental effects of chronic IH exposure in adult mice by showing impairment in object
recognition memory, induction of oxidative stress, and increased markers of cellular senescence and SASP in the
hippocampus, particularly in the dentate gyrus and CA3. These effects are age-dependent and neuronal cells appear
to be particularly affected by this state of senescence. In PS1Ki mice, alterations, already revealed under normoxic
conditions, are exacerbated by chronic IH. Indeed, in addition to being present in the hippocampus, senescent cells
accumulate in the entorhinal and prefrontal cortices depending on the age of the mice.

Collectively, our results suggest that the process of cellular senescence may be a key factor in the transition
from physiological brain ageing to neurodegenerative pathology. Senolytic treatment targeting senescent cells could
be considered to improve current OSAS treatments and to prevent premature brain ageing, thereby accelerating the
pathophysiology and symptoms of AD.

Key words: Alzheimer's disease, sleep apnoea syndrome, intermittent hypoxia, ageing, oxidative stress, cellular
senescence, SASP



