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AMYLGEN : Your partner for the discovery of new drug candidates

for the treatment of CNS diseases

L bres AFSSI
amylgen@® Bl

Francois J. Roman, PhD

Co-founder and Director Business Development

Amyigen

+33610231475

Montpellier Activit

francois.roman@amylgen.com S o
As a preclinical CRO, Amylgen proposes rodent models of

: neurodegenerative and psychiatric diseases allowing the

https://www.amylgen.fr/ rapid testing of new drugs with validated predictive value.
Furthermore, Amylgen evaluates nutraceutical products
aiming the field of "brain health" or "healthy brain ageing".
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 Amylgen was created in 2009 as a spin off of the University of Montpellier

* In 2014, Amylgen moved to its own Al certified housing animal facility

* Facilities include an extensive platform of behavioral analyses and fully equipped

biochemistry and IHC laboratory for in vitro and ex vivo experiments
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Amylgen is at your service to provide quick POC

of the efficacy of your product in improving brain health
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Mechanism
elucidation

Scientific report
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Health Claim
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* Brain ageing preservation

e Memory enhancement
* Brain development
* Antidepressant/antianxiety effect

* Protection against neurodegenerative diseases
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Neurodegenerative diseases

Alzheimer’s disease:
Sporadic pathology (SAM)
5XFAD Tg mouse
Active tau PFF fibrils (under dev)

Parkinson’s disease:
6-hydroxydopamine (6-OHDA)
a-synuclein overexpression

Amyotrophic Lateral Sclerosis:

SOD1*G93A mouse model
Huntington’s Disease: \
R6/2 mouse model = A
o -
»

Mood and psychiatric disorders

Depression, Anxiety
Chronic restraint stress

Schizophrenia:

MK801-induced hyperactivity
D-amphetamine-induced hyperactivity
Phencyclidine-induced hyperactivity
PPI (under dev)

Sleep deprivation

Effects on memory
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Cognitive & Memory deficit

MK-801-induced cognitive
deficit

Scopolamine-induced amnesia
Phencyclidine-induced amnesia

Brain development or ageing

Senescence Accelerated Mice (SAM)
D-galactose (D-Gal) intoxication model
Normal young or Aged animals
Neurogenesis

Attention deficit

Prenatal stress in rats
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Les membres AFSSI ont la parole

SAMP/8 show cognitive and physiological
hallmarks of ageing at 12 months of age
whereas SAMR/1 control line age normally
(24-30 months).

Maurice, Roman et al., Brain Res., 1996
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Novel object recognition session
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-+ SAMPS (6 month-old)
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(Cortex)
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Besides important deficits in memory, at 8 months of age, SAM display:

> Anxiety

> Increase of various markers of
Oxidative stress (LPO)

Vascular inflammation (VCAM1)
Apoptosis (caspase 3, caspase 12)

AD markers: AB, ,, and hyperphosphorylated Tau protein
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Sacrifice:
Tissue collection

x » Spinal cord
Receiving Start Treatment L Bp :
ida rain
l *» Blood
Age 71| 8 9 10 | M 17 | l | | 21 |
(weeks)
ey - >
Training Survival endpoint
< >
Body weight
Neurological score
Grip test
Rotarod
Righting reflex

*Valid license agreement with Northwestern University
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Rotarod Spinal cord (ventral horn)

@ 21 weeks of age

1504
WT- veh
100+
—_—
)
Q
E
=
50+ - WT AN 4
-=- vehicle \\
-4 riluzole l\"\
% SOD- veh
c T T T T T T T T 1
70 80 90 100 10 120 130 150 160

age (days)

S Ty P T oy e <P Fe i X S5k AEEA L Py e S Py WWW A 4
AFSSI Z. Association Francaise des Sociétés de Services et dlnnovation  wwwafssifr




Quisuis-je ? /M AFSS| <

L ripnse
mn

Sacrifice:
Receiving Tissue collection
mice * Brain after decapitation (BDNF in hippocampus,
striatum, cortex
Start Treatment * Brain after perfusion (DARPP32, huntingtin,
anatomical exam - ventricles atrophy)
e Blood (PK)

\4
Age 3|45 |6 |7 |8 | 9|1 |
(weeks)
—
Training
<€ >
Body weight
Open field
Rotarod

Foot clasping
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Huntington’s Disease: R6/2 mice

R6/2

B
Clasping
zo<’ C Rotared D
8 300
16 -
~ m-
&1‘ \‘
/ -~
gu 4 Z 200 i\
/ ~
» / E }\\ \\
£ 5 /7 150 \i i
6 - g \\\
100 3
4
2 50 1
| e
T w wil B S— "3 10 T &
-B%
Age (week) . " X.2
Age (week) € o
°
w— + smpty NP ] +empty NP A
WT | = sNPa2T wr [l +NP4ZT % :;‘
m["""“’w" m[.’mﬂ’ 7w
- . NP42T N +npezt e

Arribat et al., 2014
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¥ Unilateral 6-hydroxydopamine (6-OHDA) injections into the medial
forebrain bundle (MFB) containing the ascending nigrostriatal fibers

Rotarod test
Cylinder test Perfusion /
g Brain sampling
riatm = Open Field testI
WEEKS | 3 4
6- OHDA injection * THstaining and
(MFB lesion) quantification
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Parkinson’s Disease: 6-hydroxydopamine (6-OHDA)

Unlesioned Lesioned
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¥ Unilateral AAV infusion into the substantia nigra pars compacta
(SNpQ containing the dopaminergic cells

Rotarod test

Cylinder test Perfusion /

Brain sampling
Open Field testl
| 8

a-Syn A53TAAYV infusion * THstaining and
(SNpc) quantification
* ha-Syn immunostaining

WEEKS 1 10
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Forelimb asymmetry
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Microvascularization analysis in relation
with aging or NDDs
* Brain

* Heart

 Eye

amylgen@
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Neuro muscular junction quantification
in relation with aging or ALS
» Tibialis

« Gastrocnemius

« Diaphragm

Castrocnemius M Gastrocnemius |

Hemidiaphragm | T/ Peroneus longus

amylgen@
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Competence: our strong knowledge in ONSdiseases and Drug N

Discovery comes from University and Industrial background

Hexibility:  we better adapt the experimental designs for your specific
needs

Rapidity: our challenge is to enable you to move on quickly to
the next stage

Reliability: our models have enabled both Anavex Life Science and
Pharnext to reach quickly the Rrst-in-Man clinical stage

Network: we know how to find the experts for each step of
your product development
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Les membres AFSSI

ont la parole , ,

en collaboration avec v

Spécial SYNERGIES
| Nouveau service innovant

pour des tests précliniques en 3 dimensions




Imactiv-3D
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Imagerie
Microscopie a feuille de
lumiere, confocale, biphoton,
champ large, lumiere
structurée...

Biologie
Tests biologiques,
, preparation des échantillons
I\ "' (marquage et
I transparisation)...

Traitement d’image
Restauration, caractérisation,
guantification, visualisation,

realization de médias...

Spin-off du CNRS
Créée en 2015

Située a Toulouse
a I’'Oncopdle - Campus Santé du Futur
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Imactiv3D_Why3D.pptx
Imactiv3D_Image_Processing.pptx
Imactiv3D_Image_Processing.pptx

Offre de service modulable : Notre expertise

* Préparation des échantillons biologiques
* Marquage en immunofluorescence
* Transparisation si nécessaire
* Préparation pour l'imagerie

* Imagerie en microscopie 2D/3D
* Conseils pour améliorer vos acquisitions pour la quantification par traitement d’image
* Prise en charge des phases d’imagerie

* Traitement d’image
Développement a facon
Transformer une modalité d’imagerie en un instrument de mesure
* Par méthode mathématique
* Par Deep learning
Transformer des données complexes en informations exploitables
Compromis entre la résolution et la quantité de données
Compatible avec les colits des grandes études précliniques ou clinigques

https://www.imactiv-3d.com/



Imactiv3D_TI.pptx
Imactiv3D_IA.pptx

Offre de service modulable: Notre apport

* Pour qui?
* Groupes pharmaceutiques
* En partenariat avec des biotechs
* Développement de services communs

* Pour quoi faire ?
* Etudes in vitro ou ex vivo en 2D/3D
* Compréhension des phénomenes biologiques
* Test d’efficacité des molécules
* Développement d’une pipeline complete
* Tout type de modele biologique

* Nos forces ?
* Optimisation de vos taches de traitement d’image
* Automatisation de vos process
* Amélioration de la robustesse de vos données
* Diminution du co(t de traitement d’image
* Diminution du temps d’analyse

https://www.imactiv-3d.com/
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Gamme d’échantillons pris en charge IMACTV-30
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Imactiv3D-Video-heart-ligature.mp4
I3D-Brain-Vascular.mp4
Imactiv3D-Lung-metastases-InnatePharma.mp4
Imactiv3D_3DImaging.pptx
Imactiv3D_3DImaging.pptx
IMACTIV3D-HUMANA-Vessie.mp4
IMACTIV3D-HUMANA-Prostate.mp4
Imactiv3D-Video-kidney.mp4
Imactiv3D-Oncodesign-Biofortis-Colon3D.avi

Pourquoi I'imagerie 3D ?

https://www.imactiv-3d.com/




Exemple du tissus adipeux

S
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https://www.imactiv-3d.com/

 Comment mesurer la
taille des adipocytes ?

* Imagerie par histologie



Exemple du tissus adipeux

* Reconnaissance
automatique des
adipocytes

* Calculs de leur taille

https://www.imactiv-3d.com/ 9




Exemple du tissus adipeux IMAGTIV-3D

* Adipocyte = Objet sphérique

* Avec I'histologie, les adipocytes ne sont
guasi jamais coupés a leur diameter
maximum

* La mesure du diameter est donc faussée
en valeurs absolues

* Mais la grande quantité d’information
récoltée rend le test robuste et juste

https://www.imactiv-3d.com/ 10
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Exemple du tissus adipeux IMAETIV-3D

o geassrtl "
g
......

I * Scan 3D scan de I'explant entier
(e « Equivalent a 1000 coupes en histologie

8500 adipocytes détectés, diametre moyen de 99 um

0 0.5 1 15 ; 2:5
. : , Volume [pm?] x 108
H' Superposition des donnes brutes et Distribution du volume des adipocytes dans I'explant

segmentées
8 https://www.imactiv-3d.com/ 11




Exemple du tissus adipeux
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Quelle technique d’imagerie 3D ?
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Comment imager ces objets 3D 7

i , , , |
'a"..",h | Microscopie Champ large Structured light Confocal / Bi-photons Light Sheet
'.'.','.' - Vitesse Rapide Rapide Lent Rapide
%'.'.. | Pénétration Faible Faible 100 a 200 pm LM au cm
: “' Sectionnement Non Calculé Optique ou focalisé Epaisseur de la feuille
||'| .| Photoblanchiment Non Non Oui Non
!
. camera camera camera

camera

[llumination

g
Q o
Q »
Q 0

----- ‘.......n

I iy
Grille

[llumination

Pinhole
(sténopé)

4nnn

......

Laser Laser 2-photons




Microscope a feuille de lumiere

https://www.imactiv-3d.com/
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Microscope a feuille de lumiere 'Mkﬁ.'.!,'f".
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h,
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.l.' Echantillon : Sphéroide
.... \\ mineral oil |
. ] L sample
.:|' : — detection objective cylinder
"' \ egg
extract

A
— - -
R 3
]
Ernst Stelzer

' "‘ imaging chamber light sheet
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Partenariat avec ZEISS 'MAﬁI-!...‘.’..?!

........

l"  Double illumination
" * Double acquisition

o
lli * Fluorescence multi-canaux

h, cotat
'h * Rotation
| e 1X ad40X
i

"‘ |
||l‘ \

l
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Vascularisation

18
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Vascularisation

100y

https://www.imactiv-3d.com/
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Stratégie de marquage

m.', * Marquage avec une lectine fluorescente (lycopersicon
'.'.h.' couplée avec Dylight-649)
{
! e . :
:l.' * Injectée in vivo par perfusion avant euthanasie
"
\
A
"h.
Q“t :
’“ i * Fixation de la lectine sur les glycoprotéines des cellules
A endothéliales
TR . .
“‘ | — Marquage des vaisseaux sanguins

https://www.imactiv-3d.com/

Image d’une coupe disponible sur le site du fournisseur Vectorlabs
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Vascularisation cardiaque

https://www.imactiv-3d.com/
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Stratégie d’imagerie

¥
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Mosaique des acquisitions

Profondeur
de
I"acquisition

Acquisitions a 2X de grossissement

y .
o -~ -

-

......

Acquisition du ventricule gauche entier : 3X x 3Y = 9 stacks (en moyenne)

Mosaique de champs de vue adjacents
Chevauchement de 5% entre les champs

Acquisition jusqu’a la cloison interventriculaire (environ 8mm)

https://www.imactiv-3d.com/
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Traitement d’image - processus

h, Objectif : Quantifier la densité des capillaires dans le ventricule gauche

Caractérisation
qualitative

A N N \‘( AR
% _\ \
u \\j// A\ )
0 \ 1
\\\\\ \9),\1 AN,

| ' Pré-processing Segmentatlon Labelllsatlon Squelettisation . ]
Estimation du

“" ‘ \ volume utile
N

1

|
“‘ | I:

' ‘ | B Caractérisation
quantitative

https://www.imactiv-3d.com/ 23
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Traitement d’'image - Résultats IMAﬂly_

fii'u
"‘lli,
i,
". ' '
0,
B
:..‘ ZDF 10 8809 123
) Wistar 7 9083 148
I\ old SHR 7 8658 265
."‘ | old Wistar 9 8967 154
’.lh“ f TOTAL 33

e Différence entre moyenne Wistar et ZDF: 3,1 %
e Différence entre moyenne old Wistar et old SHR: 3,5%

e o tres faible

https://www.imactiv-3d.com/ 24




Autres exemples
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Cerveau

ATYen @

https://www.imactiv-3d.com/
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Cerveau
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Conclusion
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Ftude de |a vascularisation

* Expertises
* Marquage du réseau vasculaire
* Méthode de transparisation
* Méthode d’imagerie 3D
* Méthode de quantification

* Etudes
* Vieillissement
* Maladies vasculaires
* Maladies neurodégénératives
* Oncology
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Bureaux et contact

" M contact@imactiv-3d.com
\

‘ |‘ | Centre Pierre Potier A
“' ‘| | 1, place Pierre Potier e

“‘I “ 31106 Toulouse, France . Imactiv-3D
\

http://www.imactiv-3d.com/
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