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Introduction

Le vieillissement des populations actuellement observé au niveau mondial est
accompagné d’une forte augmentation des maladies liées a l'age, dont les maladies
neurodégénératives. Lune de ces pathologies est la maladie d’Alzheimer (MA), responsable
de 70% des cas de démence chez les personnes agées. Décrite pour la premiére fois il y a
plus de 100 ans, la MA est caractérisée sur le plan clinique par une atteinte cognitive,
incluant en particulier des troubles mnésiques. D’un point de vue histologique, sont
retrouvés au niveau cérébral, en post mortem, chez des patients atteints de la MA, des
plagues séniles constituées de protéines amyloides béta (AB) ainsi que des amas fibrillaires
intra-neuronaux dont la protéine tau du cytosquelette est anormalement phosphorylée. Sur
le plan thérapeutique, I'arsenal actuellement disponible demeure encore trés pauvre, et son
efficacité fortement contestée. C’est pourquoi de nouvelles cibles et stratégies
thérapeutiques sont actuellement a I'étude, dont les composés MTDL « Multi Target

Directed Ligands » qui agissent sur plusieurs cibles de maniére simultanée.
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1. Historique

En 1901, le médecin Allemand Alois Alzheimer (1864-1915), en exercice a I'hoOpital
spécialisé des maladies mentales et épileptiques de Francfort, décrit chez une patiente agée
de 48 ans, nommée Auguste Deter, une atteinte des fonctions cognitives présentant une
symptomatologie variée. Madame Auguste D. a développé au début de sa maladie des
comportements incohérents et imprévisibles comme une jalousie envers son mari, elle
cachait des objets dans son appartement, elle avait des hallucinations et avait I'impression
que quelqu’un voulait la tuer. Le Dr Alzheimer a diagnostiqué chez cette patiente une
dégradation de la mémoire ; quand on lui présentait des objets qu’elle revoyait un petit
instant plus tard, elle oubliait les avoir vus une premiére fois. Elle avait des difficultés a la
compréhension allant jusqu’a l'aphasie (difficultés a comprendre, parler, lire ou écrire).
Madame Auguste D. était également désorientée. La symptomatologie d’Auguste Deter
correspondait a ce qu'on appelait a I'époque la démence, mais du fait de son age
relativement jeune, on qualifia son état de démence présénile. En 1906, a la mort d’Auguste
Deter des suites d’'une septicémie, Alois Alzheimer, qui avait toujours suivi le cas de cette
patiente obtint de la famille de pratiquer une autopsie. Le Dr. Alois Alzheimer exercait alors, a
Munich, a la clinique psychiatrique royale qui était dirigée par le Professeur Emil Kraepelin, et
ce depuis 1903. Grace a une technique histologie d’imprégnation argentique effectuée sur le
cerveau de la défunte Auguste D., il a pu mettre en évidence par observation au microscope
deux types de lésions caractéristiques : des plaques séniles, ainsi que des amas anormaux de
fibrilles intra-neuronales. Alzheimer publia un article en 1907 (traduction anglaise (Alzheimer
et al., 1995) décrivant le cas de sa patiente, sans identifier la maladie. Cette maladie a été
définie dans un premier temps comme une démence du sujet jeune, rare et dégénérative, les
démences vasculaires du sujet agé étaient alors définies comme les démences séniles. C’est

le professeur Kraepelin qui individualise cette maladie dans son traité de psychiatrie et lui
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attribue le nom d’Alois Alzheimer.

Alois Alzheimer est nommé directeur de la clinique psychiatrique de l'université
Freidreich-Wilhelm de Breslau (Wroclaw en Pologne) en 1912, ou il est mort le 15 décembre

1915 suite a une affection dégénérative.

Malgré la description histologique d’Alois Alzheimer, la plupart des psychiatres ont
attribué durant les 50 ans a venir l'origine de symptomes similaires décrits chez d’autres
patients au vieillissement normal. Ce n’est qu’en 1960 que la maladie d’Alzheimer est
reconnue comme une maladie a part entiére par la découverte de lien entre les déficits des

fonctions cognitives et la quantité de plaques et les amas de fibrilles.

L'avancée des moyens de recherche scientifiques dans les années 70 a permis aux
chercheurs de porter un nouvel intérét a la MA (Terry et al., 1973). Dans les années 80, les
chercheurs ont beaucoup étudié les plaques amyloides ainsi que les fibrilles (protéine tau), et
les ont principalement mises en cause de la MA (Glenner and Wong, 1984). D’ailleurs ces
premieres études ont permis d’aboutir a un lien génétique dans la MA pendant les années
90. En effet, un lien a été établi entre la survenue précoce de la MA et une forme mutante de
I'apolipoprotéine E (ApoE), qui est une protéine nécessaire au catabolisme des lipoprotéines

riches en triglycérides (Diedrich et al., 1991).

En dépit 'intérét porté a I'étude de la maladie depuis les années 70, le premier
traitement de la MA n’a été commercialisé qu’en 1994. Ces traitements reposent sur
I’'hypothése de la mise en cause du systéme cholinergique dans les troubles cognitifs. En
effet, le taux d’acétylcholine augmente au niveau du cerveau lorsque des animaux effectuent
des taches mnésiques et la modulation négative de ce systéme induit des troubles cognitifs.
Le premier médicament mis sur le marché était la tacrine, un inhibiteur de

I'acétylcholinestérase, qui permet d’augmenter la biodisponibilité du neurotransmetteur
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acétylcholine au niveau des fentes synaptiques (Crismon, 1994), elle a été retirée du marché

en 2004 en raison de sa toxicité hépatique.

2. La maladie d’Alzheimer

1. Epidémiologie

La maladie d’Alzheimer considérée a I'heure actuelle, contrairement a ce que pensait
le professeur Kraepelin au début du XXéme siecle, est une pathologie commune du sujet agé.
C’est la maladie la plus fréquente des démences, puisqu’a elle seule représente environ 70%
des cas de démence chez les personnes agées (Alzheimer’s Association, 2014; Fratiglioni et
al., 1999; Small et al., 1997). Selon les données épidémiologiques de I'Organisation Mondiale
de la Santé, 35,6 millions de personnes étaient atteintes de cette maladie en avril 2012, et du
fait du vieillissement de la population mondiale, ce nombre devrait atteindre 70 millions en

2030 (Castellani et al., 2010).

La prévalence de la maladie augmente avec I'age des patients. Ainsi, une étude
suédoise a démontré que cette prévalence est de 13% chez les sujets agés de 77 a 84 ans, et
de 48% chez les sujets agés de plus de 95 ans (von Strauss et al., 1999). Un classement de la
pathologie en fonction de I'age de son apparition a été établi. En effet, dans environ 95% des
cas, la maladie apparait apres I'age de 65 ans, c’est la forme sporadique de la MA ou la forme
d’apparition tardive. Dans les 5% des cas restant, la maladie survient avant I'age de 65 ans, et
cette proportion représente les cas familiaux, ou MA d’apparition précoce. Actuellement la
majeure partie des patients atteints de la MA sont des habitants des pays développés,
néanmoins avec I'’émergence de pays en voie de développement comme la Chine et le Brésil,
I'incidence de la MA ne cessera d’augmenter avec le vieillissement des populations. C’est
pourquoi la prise en charge de cette forte population dépendante est un lourd fardeau pour

les collectivités.
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Les colts engendrés sont variables selon les stades de la maladie et les pays. Par
exemple, une étude Canadienne (Hux et al., 1998) effectuée en 1998 sur les données de
I’Etude sur la santé et le vieillissement (ESV) a démontré que le co(it de la prise en charge des
patients dépend de différents parameétres, comme le type d’hébergement du patient, en
institution ou a son propre domicile, et le degré de sévérité de la maladie. Dailleurs, le
placement en institution représente 84% du co(t au stade avancé de la maladie, quant aux
patients vivant encore chez eux, le recours aux soins prodigués par les services
communautaires représente la majeure partie de dépenses. A titre d’exemple, le co(t de soin

d’un patient atteint de la MA au stade léger était estimé a 9 451 dollars canadiens(S) par an,

alors que la prise en charge d’un patient au stade avancé de la maladie colte 36 794 S (cf.

Figure 1)
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Figure 1 : Représentation du co(t annuel par patient en dollars canadiens de la maladie d’Alzheimer
en fonction du degré de sévérité de la maladie (Hux et al., 1998).
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Il est important de souligner que le co(t de la médication n’évolue pas fortement avec
le déclin de la maladie, puisque ce co(it est de 226S$ par an pour un patient au stade léger, et
de 310S au stade avancé. Une étude similaire américaine (Moore et al., 2001), ayant pris en
compte le colt en personnel soignant, a révélé une augmentation des co(its de prise en
charge des patients en fonction du stade de la maladie, le co(it d’acces aux soins estimé pour
un patient au stade léger de la maladie est de 12 995 S américains, et de 27 836 S pour un
patient au stade avancé. Les derniéres données épidémiologiques montrent que la MA a
co(té au niveau mondial 604 milliards $ américains en 2010 (Wimo et al., 2013). Les données
sur le colt global de la MA en France, d’aprés EuroCoDe (European Collaboration on
Dementia, ([CSL STYLE ERROR: reference with no printed form.]) par patient et par an, en

2008, I'estiment a 25 119 euros, et globalement 160 milliards d’euros en I’'Union Européenne.

2. Facteurs de risques

Différents facteurs influencent la survenue de la MA. Avec les nouveaux
comportements de la société actuelle, la diversification et le développement des moyens
d’études, la liste est loin d’étre exhaustive, puisque de nouveaux facteurs peuvent étre
encore définis. Ainsi, certains facteurs sont physiologiques comme |'age et la génétique, alors
que dautres peuvent étre liés au comportement comme la consommation de

benzodiazépines

e L'age: I'age des patients est de loin le facteur de risque le plus important de la MA
puisqu’il s’agit d’'une pathologie du sujet agé. La MA survient principalement a partir de
I'age de 65 ans, et sa prévalence augmente avec I'age (von Strauss et al., 1999). Ainsi, une
récente étude américaine montre I'importance de l'association entre I'age et la MA
(Panegyres et al., 2014). En effet, le suivi de cohortes de sujets agés jusqu’a leur déces a

démontré que le nombre de patients atteints de la MA est plus important chez les
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populations dgées. Cette étude rend davantage compte de l'interaction entre I'age et la
MA, puisqu’elle s’est concentrée sur des suivis de population de différentes origines.

o Le sexe: de maniére intéressante la fréquence de survenue de la MA est différente chez
les hommes et les femmes. En effet, il est établi depuis les années 90 que les femmes
sont plus a risque de développer la maladie que les hommes (Gao et al., 1998). Cet effet
est lié a 'espérance de vie qui est supérieure chez les femmes, puisqu’elles vivent plus
longtemps que les hommes et vivent plus longtemps avec la maladie (Yang and Levey,
2015). Au-dela de l'espérance de vie, les deux sexes présentent des risques cliniques
initiaux différents pour le développement de la MA. Ainsi, les femmes souffrent
généralement de dépression avant la survenue de la pathologie, et présentent un risque
plus élevé lorsqu’elles sont porteuses de 'alleéle ApoE-E4, alors que les hommes majorent
leur risque d’évolution vers la pathologie par un risque cardiovasculaire plus important
(Kim et al., 2015). Certaines études qui prennent en compte les deux sexes quant a
I'incidence de certains facteurs comme la dépression, l'alléle ApoE-€4 ou encore le
mariage, montrent que les femmes sont plus sensibles que les hommes face a la MA (de
Oliveira et al.,, 2014). De nombreuses études tentent également d’expliquer cette
sensibilité différente des deux sexes a la pathologie par un facteur hormonal. En effet, les
femmes atteintes de la MA présentent des taux d’estrogénes circulants et cérébraux
inférieurs a ceux de sujets contrbles, et I’hormonothérapie substitutive semblent
améliorer les fonctions cognitives (Vest and Pike, 2013). Cette méme étude rapporte un
effet protecteur similaire des hormones androgénes chez les hommes sur I'apparition de
la MA. Néanmoins, certaines études ont démontré des effets controversés de
I’'hormonothérapie substitutive dus aux effets de randomisation ou a I'élément cognitif
pris en compte (Haskell et al., 1997). D’autres facteurs de variabilité, comme le stress qui

est plus important chez les femmes ou encore le taux de cortisol plus élevé chez les
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hommes, peuvent également constituer une source de vulnérabilité a la pathologie
(Munro, 2014).

e Génétique : Les études menées sur des cas familiaux de la MA ont démontré que le
risque de développer la maladie est important lorsqu’un parent de premier degré est
atteint (Mayeux et al.,, 1991). De plus, au cours des études menées sur la
physiopathologie de la MA, le lien a été rapidement établi entre la MA et des variantes
génétiques du précurseur de la protéine amyloide (APP) synthétisée au niveau cérébral
(Tanaka et al., 1988). En effet, Chouraki a rapporté dans son étude que les facteurs
génétiques les plus a risque de favoriser la MA sont les genes de I’APP, la présénéline 1 et
la présénéline 2, ces deux enzymes faisant partie du complexe de la sécrétase y qui
intervient dans le clivage de I’APP (Chouraki and Seshadri, 2014). D’autres génes sont
également mis en cause dans la MA, dont I'un des principaux est le géne de I'ApoE
(apolipoprotéine E), protéine de métabolisme des lipides. Le lien entre les porteurs de
I'allele ApoE-€4 et la MA a été mis en évidence (Diedrich et al., 1991). Les patients
présentent des manifestations physiopathologiques plus importantes comparés aux non
porteurs de l'allele ApoE-€4 (Abner et al., 2015).

e Pathologie cardiovasculaires et diabéte : I'insuline, hormone a laquelle l'organisme
devient insensible dans la pathologie du diabéte de type 2, joue également un réle tres
important au niveau cérébral. Cette hormone a des propriétés de facteur de croissance,
et stimule ainsi l'activation des cellules souches, la croissance des dendrites, et la
neuroprotection. Au cours de la MA, le cortex cérébral devient, comme dans le cas d’un
diabéte de type 2, insensible a l'insuline qui perd ainsi tous ses effets protecteurs
(Holscher, 2011). Cependant, malgré ce lien qui semble trés pertinent entre I'insuline et
la MA, le diabéte constitue un facteur de risque pour la démence vasculaire, mais pas

pour la MA (Hassing et al., 2002). D’autres études similaires ont démontré que le diabéte
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ne constitue un facteur de risque pour la MA que lorsqu’il est combiné a d’autres facteurs
de risque cardiovasculaire comme le tabac, I"hypercholestérolémie ou |’hypertension
artérielle (Vagelatos and Eslick, 2013). Contrairement au diabéte, les maladies
cardiovasculaires sont un important facteur de risque de la MA (Jefferson et al., 2015). En
effet, les facteurs de risques cardiovasculaires précédemment cités, sont des facteurs non
seulement importants pour le diagnostic mais aussi pour la physiopathologie de la MA
(O’Brien and Markus, 2014). Ainsi, il a été démontré que l'insuffisance cardiaque, par
réduction du travail cardiaque qui devient incapable de bien perfuser I'ensemble de
I'organisme, induit une hypo perfusion a l'origine d’hypoxie cérébrale et de formation de
microemboles qui aboutissent a des dommages tissulaires. De maniére similaire, les
fibrillations auriculaires, les maladies coronariennes et les accidents vasculaires sont
guant a eux responsables de perte neuronale et donc de neurodégénérescence, ces
pathologies potentialisent également le processus amyloidogénique de la MA et
entravent sa clairance de la protéine amyloide (Alosco and Hayes, 2015; de Bruijn and
Ilkram, 2014).

e Facteurs médicamenteux : Une récente étude francaise a démontré que plus de la moitié
des personnes agées atteintes de démence consomment des psychotropes :
antidépresseurs, antipsychotiques, anxiolytiques et hypnotiques (Breining et al., 2016), et
gue 40% de cette population est consommatrice d’anxiolytiques et hypnotiques. Une
étude similaire finlandaise a également montré les mémes résultats de consommation de
médicaments psychotropes chez cette méme population, et a précisé que les patients
atteints de la MA se voient souvent prescrire des benzodiazépines (BZD) au cours de
I'année qui précéde le diagnostic (Tolppanen et al., 2016). Au-dela de la prescription
d’anxiolytique-BZD pendant la MA, certains auteurs décrivent cette consommation

comme un facteur de risque du développement de la maladie. En effet, I'incidence de la
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démence et de la MA augmente chez les patients consommateurs de cette classe de
médicament (Wu et al., 2009), particulierement les BZD a longue durée d’action, ou a
demi-vie longue (>20h). Billioti a décrit la méme association entre I'incidence de la MA et
la consommation de BZD, quelles que soient les durées et fréquences de consommation
(Billioti de Gage et al., 2014). Les données de la littérature ne sont cependant pas
unanimes. Ainsi, de récentes études n‘ont pas démontré de lien entre la consommation a
long terme de BZD, allant jusqu’a 11 ans avant le diagnostic de la démence, et la
survenue de démence ou de MA. Un tel lien n’a pu étre mis en évidence que chez les
patients consommateurs de BZD depuis un moyen terme, soit environ 1 an avant le
diagnostic (Gray et al., 2016; Imfeld et al., 2015).

e L’hygiéne de vie : de nombreuses pathologies sont influencées par I'hygieéne de vie des
individus. En effet, comme pour les maladies pulmonaires, les cancers et les maladies
cardiovasculaires par exemple, le tabac augmente le risque de survenue de la MA alors
gue ce risque est réduit lorsque les sujets arrétent de fumer (Zhong et al., 2015). De plus,
ce risque est d’autant plus important chez les patients porteurs de I'alléle ApoE-€4. De la
méme maniére, les personnes qui pratiguent une moindre activité physique ou
intellectuelle durant leur vie, présentent un plus fort risque de développer la MA
(Friedland et al., 2001). Ces deux facteurs constituent également des facteurs de risques
de maladies cardiovasculaires, qui sont également un facteur de risque de la MA. Par
ailleurs, ces facteurs induisent un important stress oxydant au niveau de l'organisme
pouvant étre a l'origine de la physiopathologie amyloide de la MA. De plus, la prévention
du stress oxydant par une activité physique légere et réguliere réduit les effets du stress
oxydant et empéche le développement de certaines maladies comme la MA (Radak et al.,
2008). Un autre facteur important pris en compte dans I'ensemble des études sur la MA

est le niveau intellectuel ou le niveau d’éducation scolaire des sujets. En effet, dans les
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études cliniques, le niveau intellectuel des participants est toujours normalisé et apparié
puisqu’il constitue lui-méme un facteur de risque pour la MA. Le caractére protecteur de
ce facteur serait d(i a la constitution d’une réserve cognitive chez les patients d’un haut
niveau intellectuel, et la mise en place de phénomeénes cognitifs compensatoires qui

préviennent I'apparition des symptémes de la maladie (Evans et al., 1997).

3. La clinique

La dégénérescence observée est progressive, et c’est pourquoi trois stades cliniques
de maladie d’Alzheimer ont été décrits dans la survenue de la pathologie : les stades léger,
modéré et sévere, ol les patients présentent des symptomes importants, et ne peuvent plus
réaliser seuls les taches de la vie quotidienne, ils deviennent alors dépendants (Alzheimer’s

Association, 2014).

Cependant avant méme l'entrée dans la pathologie, on distingue un stade préclinique
de la MA, durant lequel les sujets ne présentent pas de signes apparents de la pathologie,
mais présentent déja des modifications, comme les compositions altérées sanguines ou du
liqguide céphalorachidien (LCR) au niveau cérébral. Ce stade est appelé MCI «Mild Cognitive
Impairment» ol les patients manifestent des signes cliniques modérés sans étre génés dans
I'accomplissement des taches de la vie quotidienne. Au stade préclinique de la pathologie, la
distinction clinique entre ces sujets et des sujets a vieillissement physiologique ne peut se
faire que via des tests neuropsychologiques tres élaborés, ce stade est néanmoins
contemporain de l'apparition de biomarqueurs de la pathologie (Edmonds et al., 2015). Le
stade MCI est un état commun chez certains sujets agés, il est caractérisé par une atteinte
des fonctions exécutives comme l'attention, la flexibilité ou encore l'inhibition (Belleville et
al.,, 2014), voire méme de la mémoire épisodique, dans ce dernier cas, certains auteurs

parlent de MCl amnésique. De plus, il y a une étroite relation entre ces fonctions puisque
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100% des sujets MCl amnésiques présentent des défauts d’inhibition (Allain et al., 2013). Il
est difficile d’estimer la prévalence du MCI puisqu’elle peut dépendre des définitions
rapportées, et seulement une faible partie (10 a 15% par an) des sujets décrits MCl évoluent
vers un état de démence (DeCarli, 2003). Une meilleure estimation serait capitale puisque
certaines mémoires et fonctions exécutives déclinent également chez les sujets agés qui
présentent un vieillissement physiologique. Ces déclins sont différents qu’il s’agisse d’un cas
pathologique ou physiologique, par exemple, la mémoire sémantique est faiblement atteinte
lors du vieillissement physiologique alors qu’elle est nettement atteinte chez les patients
atteints de la MA. Parfois, la limite entre les états physiologique et pathologique est confuse
du fait de la similarité des signes cliniques, comme la mémoire épisodique qui est atteinte au
stade MCI et qui est I'un des éléments prédictifs de I'évolution vers un stade de démence de
la MA, est également atteinte chez les sujets présentant un vieillissement physiologique. Par
contre si I'on analyse plus finement les composantes de cette mémoire, on se rend compte
que le rappel des informations est atteint dans les trois cas, alors que la familiarité liée aux
événements ou objets est fortement atteinte chez les patients déments, elle est a peine
significativement atteinte chez les patients MCI, et ne présente pas de défauts chez les sujets
vieillissant normalement (Koen and Yonelinas, 2014). La MA est donc une suite d’évolutions
des symptdmes manifestés pendant le stade MCI, la mémoire épisodique précocement
atteinte se détériore davantage avec atteinte de la mémoire antérograde, les patients
présentent des difficultés d’acquisition et de stockage de nouvelles informations ou
souvenirs (Figure 2). D’autres mémoires sont également atteintes au cours de la MA comme
la mémoire a court terme ou la mémoire de travail (Stopford et al., 2012), la capacité
d’orientation et donc de la mémoire spatiale ou encore I'apprentissage. En effet, des déficits
de mémoire spatiale, la capacité de trouver et maintenir un trajet d’'un point a un autre, ont

été rapportés par les personnels soignants, chez les patients atteints de la MA avant les
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années 90 (Henderson et al.,, 1989), cependant, ce déficit présente une hétérogénéité

clinique (Pai and Jacobs, 2004).

30
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s Short-term
20 memory lass Moderate AD
* Repetitive questions
w + Hobbies, * Progression of
g 15 interests lost cognitive deficits Severe AD
= o |Impaired + “Aphasia >500
instrumental « Agitation °
10 functions * Dysexecuiive
7 syndrome * Altered sleep patterns
* Anomia .
* Impaired BADL « Total dependence
5 dressing, feeding, bathing
N + Transitions
in care
0 T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Years

Figure 2 : Evolution des symptomes au cours de la MA (Ferris and Farlow, 2013). BADL : Basic activities
of daily living.

De maniere intéressante, des troubles d’orientation spatiale n‘apparaissent que chez
environs 50% des sujets définis MCI, et 80% des sujets atteints de la MA, alors que
I'ensemble de ces patients présentaient des compétences de reconnaissance des endroits
déja vus similaires a celle des sujets contréles (delpolyi et al., 2007). Cette derniére étude a
également démontré que l'atteinte d’autres fonctions cognitives comme les mémoires de
travail, visuo-spatiale ou le langage ne déterminent pas l'atteinte de la mémoire spatiale. Par
ailleurs, la mise en place de la mémoire spatiale, nécessite en plus de l'acquisition,
consolidation et rappel, des stratégies d’orientation dans I'espace. Il existe deux stratégies
différentes : allocentrique (orientation liée aux repéres extérieurs et leur rapport avec

I'environnement) et égocentrique (repéres extérieurs par rapport a soi). De maniere
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intéressante, ces deux stratégies se retrouvent également altérées des les stades précoces de
la MA, ainsi que la possibilité de « switcher » d’une stratégie a l'autre (Serino et al., 2014).
Par ailleurs, la mise en place de différents processus cognitifs est souvent élaborée et
rarement isolée, de ce fait, I'atteinte d’'une fonction cognitive peut en impacter une autre.
Lapprentissage, par exemple, ou I'entrainement pour I'acquisition de nouvelles informations
et I'établissement de mémoire a long terme, peut nécessiter un recours a la mémoire a court
terme, qui permet d’emmagasiner les informations le temps de les utiliser, il peut nécessiter
aussi I'attention du sujet. Par ces liaisons entre fonctions cognitives, I'atteinte de I'attention
et de la mémoire a court terme chez les sujets atteints de la MA, peut impacter
I'apprentissage et justifierait en partie ses déficits dans la pathologie (Germano and Kinsella,

2005).

Les fonctions exécutives montrent également une hétérogénéité d’évolution au cours
de la MA, par exemple, la flexibilité, I'attention et le raisonnement sont déja atteints au stade
MCI, alors que le langage par exemple ne présente des déficits qu’aux stades avancés de la
MA (Allain et al.,, 2013; Ferris and Farlow, 2013). Au-dela des troubles de la mémoire et
fonctions exécutives qui caractérisent fortement la MA, les patients atteints de cette maladie
souffrent également de troubles neuropsychiatriques comme la dépression, l'anxiété,
I'irritabilité et I'agitation. En effet, ces troubles sont décrits chez 90% des patients atteints de
démence dans les 5 ans qui suivent le diagnostic et parfois méme aident au diagnostic
(Hildreth and Church, 2015). D’ailleurs, une récente étude a décrit les mémes syndromes
chez les patients atteints de la MA, et de maniére intéressante, il a été observé que l'anxiété,
par exemple, est deux fois plus présente dans les cas ou la MA survient précocement, avant
I'age de 65 ans (Suarez-Gonzalez et al., 2016). La description de ces comorbidités a défini la
dépression comme facteur de risque pour le développement de la MA, et certains auteurs

pensent que cette pathologie serait un état prodromique de la MA (Garcez et al., 2015).
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D’autres symptomes peuvent également se manifester au cours de la MA, comme les
troubles du sommeil. De la méme maniere que la dépression, ces troubles augmentent, la
survenue de la pathologie chez les patients qui souffrent de troubles du sommeil, ainsi que la

vitesse du déclin cognitif (Lim et al., 2014).

3. La mémoire

La Maladie d’Alzheimer (MA), dans le langage courant correspond a une maladie du
cerveau caractérisée par une perte de mémoire chez les sujets agés. Il s’agit d’'une
dégénérescence progressive des neurones qui atteint globalement le cerveau. Cliniguement,
les patients atteints de la MA souffrent de troubles de fonctions exécutives et de mémoire.
Les fonctions exécutives sont 'ensemble de processus cognitifs établis par le cerveau afin de
permettre un traitement d’information et d’adapter le comportement dans le but de
s’adapter a I'environnement et nouvelles situations qui s’y présentent. La mémoire est ce qui
permet de facon consciente ou inconsciente I'enregistrement de différentes informations, de
les stocker et de les restituer au besoin. Ainsi, la mémoire se forme en trois étapes:
I’encodage, qui permet l'acquisition de I'information, la consolidation, ou le stockage de
cette information a terme et enfin le rappel ou la restitution du souvenir depuis une région
cérébrale précise qui dépend du type d’information. Il existe différents types de mémoires
qui peuvent étre liées entre elles. La premiére dissociation entre ces mémoires est la
distinction en mémoire a court terme et la mémoire a long terme (Shiffrin, 1993). La
mémoire a court terme, comme la mémoire de travail par exemple, consiste en la rétention
d’informations pendant quelques secondes a quelques minutes en vue de réaliser une
opération, comme le fait de retenir une liste de prénoms en vue de les saisir, ces prénoms
sont ensuite physiologiquement oubliés. La mémoire a long terme quant a elle consiste a

retenir les informations plus longtemps, donc de maniére durable voire définitive. Cette
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derniere est encore segmentée en mémoire déclarative ou explicite, et mémoire non
déclarative implicite. La mémoire déclarative est ce qui permet d’enregistrer et se rappeler
de maniere consciente des évenements, elle est encore divisée en mémoire épisodique et
mémoire sémantique. La mémoire épisodique permet le rappel d’événements dans un
contexte spatio-temporel, elle est donc constituée par les trois composantes « quoi » pour
I'événement, « quand » pour le temps et « ou» pour le contexte spatial. La mémoire
sémantique est quant a elle un ensemble de connaissances individuelles sur les choses, leurs
relations et leurs usages, y compris les noms des choses et leurs significations, et
contrairement a la mémoire épisodique, cette mémoire ne fait pas référence a des épisodes
autobiographiques. L'autre type de mémoire a long terme est la mémoire non déclarative,
qui est inaccessible a la conscience. Elle est constituée principalement de la mémoire
procédurale qui est une mémoire des habiletés motrices, verbales et cognitives, elle
s‘acquiert progressivement grace a l'apprentissage ou lI'entrainement et se restitue de
maniere implicite (comme le fait de savoir faire du vélo, ou conduire une voiture sans
forcément faire appel aux gestes initialement appris). Enfin, 'amorgage ou le «priming» est
également un type de mémoire non déclarative, c’est la facilitation a la réalisation d’une
tache suite a la réalisation d’une tache ou l'acquisition d’'une information liée au contexte,
sans en avoir conscience (Figure 3) (Brickman and Stern, 2009; Matthews, 2015) (Garcia-

Lazaro et al., 2012).
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Figure 3 : Classification fonctionnelle des systémes de la mémoire (Garcia-Lazaro et al., 2012).

4, Neuroanatomie de la mémoire et au cours de la MA

En 1953, le chirurgien William Scoville a pratiqué, sur son patient Henry Gustav
Molaison surnommé patient HM, une oblitération du lobe temporal médian qui inclut
I’'hippocampe, afin de traiter son épilepsie réfractaire aux traitements médicamenteux. A la
suite de cette chirurgie, le patient a manifesté une amnésie antérograde, il ne pouvait plus
intégrer de nouveaux souvenirs a long terme, alors que ses capacités intellectuelles,
mémoire a court terme et de travail quant a elles, demeuraient intactes. C’était la premiere
preuve de I'implication d’une structure cérébrale dans une fonction mnésique. De nos jours,
des moyens non invasifs d’imageries anatomiques, fonctionnelles, ou encore grace a des

techniques d’électrophysiologie, il est devenu possible d’étudier plus aisément les
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corrélations neuroanatomiques de la mémoire et autres fonctions cognitives. Il est largement
admis que I'hippocampe (avec le cortex périrhinal) est une structure importante dans
I'établissement de la mémoire épisodique (Deuker et al.,, 2016; Jacobs et al.,, 2016).
Différentes structures hippocampigues sont nécessaires a la mise en place de cette mémoire,
et I'on peut citer les régions CA1, CA3 de I'hippocampe, le gyrus denté ou encore le
subiculum. La mémoire épisodique se mettant en place en 3 phases: acquisition,
consolidation et rétention, il semblerait que I'acquisition mette en jeu le cortex préfrontal
gauche, I'hippocampe est tres important pour la phase de consolidation, et le rappel des
informations nécessiterait le cortex préfrontal droit (Garcia-Lazaro et al., 2012). Cependant,
une méme structure cérébrale anatomique peut-étre le siege de différents types de
mémoires, comme les mémoires de travail et a court terme qui sont également mises en
place au niveau du cortex préfrontal, et qui est encore le siege d’autres fonctions exécutives
comme linhibition, le rappel ou encore l'attention (Tableau 1) (Monaco et al., 2015).
LU'hippocampe aussi, grace a ses cellules spatiales, en réseau avec le striatum et le cortex
pariétal, forme le siege d’orientation, et d’apprentissage spatial, a l'origine de la mémoire
spatiale. Dans ce réseau, le striatum semble davantage en lien avec la représentation spatiale
égocentrique, et I'"hippocampe en lien avec la représentation spatiale allocentrique (Chersi

and Burgess, 2015).
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Memory Subtype

Patient/Caregiver
Early Concerns

Cognitive
Testing Deficit

Relevant
Neuroanatomy

Commonly Assodated
Neuropathology

Episodic (declarative,
explicit)

Verbal: cannot remember
breakfast this morning
or the destination of

Verbal: recall of
oral narrative,
word list recall

Medial temporal

lobes, Papez circuit

Alzheimer disease,
herpes encephalitis,
thiamine deficiency,

: Verbal: left greater
most recent vacation

Visual: recall of  than right hippoc‘ar:npal sc]erosis,
Visual: cannot recall figure copy, recall visyal: right greater !'IYPOXIC-lSd‘lerT!lt
the cabinet in which the of figure location than left insult, dementia

dinner plates are located in space with Lewy bodies

or the side of the street
of the local drug store

Semantic (dedarative,  Cannot recall the Fund of general  Anterior and Frontotemporal lobar

explicit) number of weeks in a year knowledge, inferior temporal ~ degeneration,
or identify the breed picture naming, lobes Alzheimer disease
of the family dog; category fluency
identifies most household
items as "'thing"”
Working (declarative, Cannot recall a phone  Digit span, mental Prefrontal cortex, Vascular insults,
explicit) number immediately arithmetic subcortical frontotemporal
after hearing it; cannot structures, parietal lobar degeneration,
perform a series of simple association cortex dementia with Lewy
requests after traveling bodies, Parkinson
from one room to the next disease dementia,
traumatic brain injury
Procedural Cannot recall technique Not routinely tested Basal ganglia, Parkinson disease,

(nondeclarative, for using a driver off cerebellum, cerebellar degeneration,
implicit or explicit)  the tee; cannot maintain supplementary Huntington disease
a violin bow hold® motor area

* Not referable to motor deficts or novice abilities.

Tableau 1: Principaux déficits mnésiques, symptomatologie clinique en lien avec les pathologies
induites et leurs corrélations neuroanatomiques (Matthews, 2015).

Cependant, malgré I'établissement de lien direct entre certaines structures et types
de mémoires, la réalité physiologique n’est pas aussi simple puisque des réseaux neuronaux
se mettent en place entre différentes structures et régissent les différentes fonctions
cognitives comme la mémoire ou le langage. La mémoire sémantique par exemple, consiste
en la connaissance de la forme, taille, couleur ou la fonction des objets. Il est ainsi difficile de
définir une région précise au niveau cérébral qui relie toutes ces informations. Il a été
proposé que ces informations prennent naissance dans le cortex occipital, centre visuel du
cerveau, et continuent dans le lobe temporal gauche. Le cortex frontal gauche inférieur est

guant a lui important pour la sélection des mots et le rappel de ces informations (Garcia-
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Lazaro et al., 2012; Jaimes-Bautista et al., 2015).

Grace a ces réseaux, au cours des pathologies, ou d’apparition de troubles liés a I'age,
des phénoménes compensatoires se mettent en place afin de pallier aux déficits induits et
modifient ainsi les réseaux de mémoires ou les structures impliquées selon les fonctions

concernées (Steffener et al., 2009).

En effet, au cours du vieillissement physiologique, I'atrophie cérébrale est un
phénomeéne physiologique, cette atrophie est autant globale que régionale puisque certaines
régions comme I’hippocampe sont particulierement atteintes (Figure 4) (Nasrallah and Wolk,

2014). Cette atrophie est bien sur également présente chez les patients atteints de la MA.

Figure 4 : Atrophie cérébrale chez un sujet agé non pathologique (80 ans, a droite) comparé au
cerveau d’un jeune adulte (30 ans, a gauche) (Nasrallah and Wolk, 2014)

Alors que les sujets a vieillissement « physiologique » perdent environ 0,2 a 0,4% de
la surface de leur cerveau par an, le phénomeéne évolue dix fois plus vite chez les patients

atteints de la MA. Cette atrophie débute au niveau de I’hippocampe et du cortex entorhinal,
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pour s’étendre aux autres régions temporales et pariétales avant d’atteindre le cortex frontal.
Cette atrophie est également accompagnée d’augmentation du volume des ventricules
cérébraux et de perte de neurones dans des régions importantes comme le noyau basal de
Meynert ou encore le locus coereleus, affectant les transmissions cholinergiques et
noradrénergiques (Jahn, 2013). En accord avec les autres éléments physiopathologiques
sévissant au cours de la MA, la diminution du métabolisme cérébral apparait d’abord au
niveau de I’hippocampe et des régions parahippocampiques (Cunnane et al., 2011). Au-dela
de la mémoire épisodique, la diminution du volume de la région médiale temporale est
également mise en cause dans les déficits de mémoire spatiale chez les patients atteints de

la MA (delpolyi et al., 2007).

5. Physiopathologie de la MA

La MA est caractérisée par deux marqueurs histologiques majeurs qui sont les
plagues séniles amyloides retrouvées au niveau extracellulaire et I’"hyperphosphorylation de
la protéine tau neurofibrillaire intracellulaire. De plus, la physiopathologie de la MA est
également caractérisée par une inflammation chronique, le stress oxydatif, I’hypoxie ou

baisse du métabolisme cérébral et |la perte de plasticité synaptique.

1. L’environnement cérébral

e L'hypométabolisme

Le cerveau d’un adulte jeune en bonne santé consomme un quart du glucose de
I'organisme, alors que chez un patient atteint de MA, ce métabolisme est réduit d’environ
25%. Cette baisse peut-étre causée par de nombreux autres facteurs comme l'age ou les
maladies cardiovasculaires par exemple, qui induisent une hypoperfusion cérébrale. Ce

défaut de métabolisme est principalement représenté par un dysfonctionnement du
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métabolisme cellulaire du glucose aux niveaux mitochondrial et extra mitochondrial. Ainsi,
les enzymes de glycolyse ou celles du cycle respiratoire mitochondrial peuvent étre inhibées
ou négativement régulées (Ferreira et al, 2010). La MA étant une maladie
neurodégénérative progressive, la plupart des processus physiopathologiques qui la régissent
le sont également comme le sont ses manifestations cliniques. En effet, un défaut du
métabolisme cérébral est déja observé chez les patients au stade MCI, mais ce défaut n’est
pas aussi important que celui observé chez les patients au stade démence de la maladie
(Cunnane et al., 2011). Il est a souligner qu’une grande partie du glucose cérébral sert a
maintenir les gradients d’ions pré et post synaptiques nécessaires a la transmission
glutamatergique, ainsi que les potentiels membranaires ou encore le remaniement des
phospholipides membranaires asymétriques, important pour les neurotransmissions
(Cunnane et al., 2011). De maniere intéressante, une forte densité de mitochondries est
retrouvée au niveau synaptique, ainsi, un dysfonctionnement mitochondrial en lien avec
I’hypométabolisme cérébral, réduirait considérablement les apports énergétiques neuronaux
et aboutirait a terme a un dysfonctionnement de ces synapses, qui constitue aussi I'une des

caractéristiques importantes de la MA.

e La plasticité synaptique

La plasticité synaptique correspond aux modifications morphologiques, chimiques et
fonctionnelles qui interviennent au cours du temps au niveau de la synapse. Les synapses
sont des zones spécialisées dans la transmission nerveuse. Elles évoluent avec le temps,
certaines disparaissent, d'autres se créent, mais toutes se modifient et tendent, soit a
renforcer, soit a affaiblir, la communication entre deux neurones. La plasticité synaptique
serait ainsi a la base des processus d'apprentissage et de mémorisation. La majorité des
travaux sur la plasticité synaptique sont basés sur le postulat de Hebb (1949) qui a proposé

qgue, lorsqu'un neurone prend part de facon répétée a l'activation d'un autre neurone,
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I'efficacité des connexions entre ces neurones est augmentée. Depuis, les manifestations de
la plasticité qui font I'objet d'études intensives sont la LTP (Long Term Potentiation) et la LTD
(Long Term Depression) qui représentent, respectivement, une augmentation et une
diminution de l'efficacité de la transmission synaptique a long terme. Autrement dit, La
plasticité cérébrale est donc la capacité que possede le cerveau a réorganiser ses réseaux de
neurones en fonction des stimuli extérieurs et ou intérieurs et des expériences vécues par
I'individu ou d’adapter son fonctionnement suite a un traumatisme ou a une maladie. Cette
capacité a se modifier et a s'adapter apparait étre maximale chez I'adulte jeune et est
caractérisée par la suite par une diminution graduelle mais constante jusqu’a la sénescence.
Au cours de la MA, la plasticité synaptique présente des dysfonctionnements,
significativement différents des sujets contréles (Oberman and Pascual-Leone, 2013). Au
cours de cette pathologie, une perte d’environ 35% de la densité synaptique est observée, ce
pourcentage peut augmenter jusqu'a 50% dans certaines régions cérébrales comme
I"hippocampe. Il y a également une perte du nombre de synapses par neurone (15 a 35%)
chez ces mémes patients 2 a 4 ans aprés l'apparition des symptomes cliniques. Comme
I’hypométabolisme, le dysfonctionnement synaptique survient progressivement, en effet, la
diminution de densité synaptique observée chez les sujets MCI n’est pas aussi importante
gue celle observée chez les patients atteints de la MA. De maniére intéressante, au début de
ce dysfonctionnement, des phénomeénes compensatoires se mettent en place pour pallier
aux déficits induits. Ainsi, la taille des synapses augmente pour maintenir une surface
synaptique par unité de tissu constante, et 'expression de certaines protéines synaptiques,
comme la synaptophysine ou la PSD95 (Postsynatic density protein 95) augmente. A terme
ces phénomeénes compensatoires sont dépassés, et une baisse de |'expression de ces
molécules est retrouvée chez les patients atteints de MA. Une forte corrélation est retrouvée

entre I'hyperphosphorylation des protéines tau et le dysfonctionnement synaptique, alors

Introduction 23



gue la relation entre le peptide AB et la perte synaptique est moins évidente, puisque
certaines études décrivent la toxicité amyloide sur les synapses accompagnées de défauts
d’apprentissage et de mémoire, alors que d’autres observent des effets bénéfiques de I'APP
humain sauvage sur la plasticité synaptique, et que son absence induit des déficits de

plasticité synaptique chez le rongeur (Arendt, 2009).

e Le stress oxydant

Au cours du métabolisme cérébral, le glucose est transformé en ATP (Adénosine
Triphosphate) lors des cycles respiratoires aérobiques au niveau de la mitochondrie grace a
des réactions enzymatiques d’oxydation phosphorylante. Au cours de ces cycles respiratoires,
des électrons sont générés et transformés par ces mémes enzymes oxydantes et éliminés
sous forme de molécules d’eau aprés combinaison avec l'oxygene et I’hydrogene. Ces
enzymes ne sont pas complétement efficaces et une faible partie des électrons se fixent sur
I'oxygene et forment des ions superoxydes O, au lieu de former une molécule d’eau. A |'état
physiologique, 'organisme dispose d’éléments antioxydants qui contrebalancent la formation
de ces éléments oxydants, comme la superoxyde dismutase qui réduit les ions superoxydes
0O, en peroxyde d’hydrogene H,0, qui seront réduits en molécules d’eau, la glutathion
peroxidase avec le gluthathion, la bilirubine, etc. Au cours de certaines pathologies, comme
la MA (Clark et al., 2010), ou avec l'dge par exemple, I'équilibre entre les deux systemes
oxydant et antioxydant est perturbé en faveur des facteurs oxydants et générent ainsi un
stress oxydant. On peut évaluer le stress oxydant chez ’lhomme indirectement par mesure de
la concentration sanguine des éléments antioxydants comme la bilirubine, I'acide urique ou
encore l'albumine. Lalbumine, par exemple, prévient la peroxydation lipidique par chélation
des ions oxydants et captation des radicaux oxygénés ou carbonés. Chez les patients atteints
de la MA, les taux de ces antioxydants sont diminués comparés a des sujets sains ou au stade

MCI (Kim et al., 2006). De la méme maniére que les ions superoxydes sont générés, d’autres
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espéces oxydantes, radicales ou non, sont générées et sont nommées les ROS « Reactive
Oxygen Species ». De plus I'ion superoxyde peut réagir avec le monoxyde d’azote « NO » et
former des peroxynitrites « NO3” » nommées des RNS « Reactive Nitrogen Species ». Des ions
métalliques présents aussi au niveau du cerveau comme le fer, le cuivre, le zinc ou le
manganese peuvent promouvoir la formation des ROS. Ces ROS induisent des dommages au
niveau cellulaire par peroxydation des phospholipides membranaires, lipides impliqués dans
le métabolisme énergétique ainsi que les ADN nucléaire et mitochondrial (Tramutola et al.,
2016). Les ROS interagissent également avec le peptide amyloide, puisque ce méme peptide
est pro-oxydant sur un groupement sulfure de la méthionine 35, et forment des radicaux
sulfoperoxyde qui induisent une toxicité mitochondriale, soit par augmentation du taux
d’ions calcium Ca** intracellulaire, ou en agissant directement comme toxine mitochondriale,

(Figure 5) (Sutherland et al., 2013).
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Figure 5 : lllustration de la toxicité cellulaire induite par les ROS (Sutherland et al., 2013).

e La neuro-inflammation

Un autre phénomeéne important dans la neurodégénérescence est I'inflammation qui
sévit au cours des maladies chroniques, d’ailleurs, la prise d’anti-inflammatoires non
stéroidiens au long cours diminue le risque d’apparition de la MA (Thomas et al., 2015). Dans
ce cas particulier de la MA, des cellules gliales et astrocytaires, cellules de défense cérébrale,
sont hyperactives, et sont majoritairement retrouvées au niveau des plagues amyloides
extracellulaires. Ces cellules secretent un ensemble de molécules chimiques inflammatoires
comme les cytokines, leucotriénes ou prostaglandines, qui agissent a leur tour en activant
davantage de cellules gliales, ce qui entretient le processus inflammatoire. Ces molécules

peuvent agir aussi comme substances chémo-attractives et attirer les cellules T et B du
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systéeme immunitaire qui arrivent a passer a travers la barriere hématoencéphalique (BHE)
qui aura perdu son intégrité a cause de I'inflammation, ou encore augmenter I'agrégation du
peptide amyloide (Zhang et al.,, 2015b). Le peptide amyloide, également, entretient le

processus inflammatoire, puisqu’il augmente la sécrétion de molécules pro-inflammatoires.

2. Les plagues séniles amyloides

e Découverte et synthése

Suite aux descriptions histologiques rapportées par Alois Alzheimer de la maladie qui
porte son nom, le chercheur américain George G. Glenner s’est beaucoup intéressé depuis le
début des années 70 a la composition moléculaire de protéines « pathologiques », et
particulierement celles des amyloidoses. Celles-ci sont des maladies caractérisées par la
présence de dépots de protéines insolubles dans les tissus. Son équipe a décrit, par exemple,
la protéine de Bence Jones rencontrée dans certaines hémopathies (Terry et al., 1973). Ces
collaborateurs ont également purifié et caractérisé pour la premiére fois la protéine appelée
B amyloide ou AB, en raison de sa structure en feuillets B plissés, de poids moléculaire 4200 k
daltons, a partir d’extrait de cerveaux enrichis en fibres amyloides, de patients atteints de la
MA (Glenner and Wong, 1984), cette protéine n’ayant pas été retrouvée dans les cerveaux de
patients contrdles non atteints de la MA. Glenner et ses collegues ont également séquencé la
protéine amyloide et comparé a d’autres séquences protéiques déja connues, aucune
similitude n’a été retrouvée avec les protéines déja décrites. C'est en 1987 que Kang et ses
collegues (Kang et al., 1987) ont décrit I'entiere séquence de la protéine précurseur de la 3-
amyloide APP (Amyloid precursor protein). lls ont ainsi décrit une séquence de 695 acides
aminés, cependant, des variantes du peptide APP ont également été décrites contenant 751
ou 770 acides aminés, d( a des insertions au niveau de la séquence codante (Tanaka et al.,

1988). Ce peptide APP aurait des propriétés de récepteur membranaire, puisqu’une petite
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séquence constituée d’une suite de trois acides aminés lysine (649-651) pourrait constituer
un domaine d’interaction avec les phospholipides membranaires, qui est une caractéristique
particuliére des récepteurs cellulaires de surface (Kang et al., 1987). Cette équipe de
chercheur a également émis I'hypothése d’'un clivage de 'APP au niveau C-terminal de la

protéine quand celle-ci est au niveau membranaire.

e Expression tissulaire de I'A

Ces séquences protéiques ont également permis de réaliser des études génétiques et
d’approfondir le lien entre I'expression de la protéine B amyloide et la MA. Grace a la
technique d’hybridation de I'’ADN, I'équipe de Tanzi (Tanzi et al., 1987) a décrit une forte
expression du cDNA (obtenu a partir de 'ARN messager) de la protéine B amyloide dans de
nombreuses structures comme le cerveau, la rate, le rein et le coeur. Le taux de cette
expression était plus faible dans d’autres structures comme le foie. Par la méme technique,
Tanzi et ses collegues ont également étudié I'expression du géne de la protéine B amyloide
chez 'Homme au niveau cérébral. Ainsi, parmi les régions d’intérét étudiées, le géne est
fortement exprimé au niveau du cortex frontal, et le cortex antérieur perisylvien, une
moindre expression est observée au niveau du cervelet, du cortex postérieur perisylvien ainsi
gu’au niveau du cortex temporal, enfin, une plus faible expression de la protéine B amyloide
a été décrite au niveau du lobe occipital (cortex visuel), du thalamus et de I’hippocampe.
Cependant, il n’y a aucune corrélation entre le taux d’expression du gene de la protéine et la
survenue de plagques amyloides au niveau des structures cérébrales, puisque celles-ci sont
abondantes au niveau de I'hippocampe. La méme étude a défini la position génétique du
géne de la protéine amyloide au niveau du chromosome 21. En effet, une forte expression du
gene de la protéine amyloide est constatée dans des cerveaux de foetus agés de 19 semaines
atteints de trisomie 21, comparés aux feetus normaux de méme age. D’autres études se sont

également intéressées a l'expression du précurseur de la protéine amyloide APP. LARN
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messager (ARNm) de la protéine APP est exprimé dans différentes régions du cerveau
comme les cortex frontal et temporal, ’hippocampe, le striatum et le thalamus (Goedert,
1987). La corrélation entre la physiopathologie de la MA et I'expression de APP a encore été
écartée du fait de la similitude du taux d’expression de ’ARNm chez les patients atteints de la
MA et les sujets controles non atteints de troubles psychiatriques. De plus, le taux
d’expression de I'’APP est similaire dans des régions cérébrales qui présentent une
modification physiopathologique liée a la présence de plaques séniles comme le cortex
frontal ou I'hippocampe, et des régions qui ne présentent pas ces modifications comme le

striatum (Goedert, 1987), (Higgins et al., 1988).

e Expression cellulaire et moléculaire de I'AB

De nombreuses études ont été poursuivies afin de comprendre le lien entre la
protéine amyloide et la MA. Dyrks et ses collégues (Dyrks et al., 1988) ont démontré dans
leur étude que l'insertion de I’APP au niveau de la membrane cellulaire est nécessaire pour
son clivage. Ils ont démontré que I'APP, une fois inséré a la membrane cytoplasmique, est
lysé par des enzymes dites protéases. En effet, des dérivés du peptide APP de poids
moléculaires 100 et 11 k dalton (des extrémités N et C—terminales, respectivement) ont été
décrits (Esch et al., 1990) pour la premiere fois, d’autres segments de plus petits poids
moléculaires ont également été décrits, mais leur origine a été attribuée a des artefacts de
manipulations. Deux ans plus tard, Estus (Estus et al., 1992) et ses collégues ont également
caractérisé des petits dérivés du peptide APP de différents poids moléculaires de 8 a 11 k
daltons. lls ont apporté la certitude de leur origine a partir du segment C-terminal du peptide
APP puisque ces résidus ont tous précipité avec un anticorps dirigé contre la partie C-
terminale de I'APP. Le clivage du peptide APP au niveau membranaire est une étape
importante du processus amyloidogénique puisque les fragments C-terminaux du peptide

APP s’agregent pour former les plaques séniles retrouvées chez les patients atteints de la MA
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(Yankner et al., 1989). Estus et ses collégues (Estus et al., 1992) ont également stipulé que les
peptides de poids moléculaire 11,4 k daltons et 11,8 k dalton contiendraient les protéines
amyloides B des plaques séniles. Lenzyme de clivage du précurseur APP a quant a elle été
décrite pour la premiere fois en 1991 et nommée sécrétase B (Tagawa et al., 1991).
Maruyama et ses collégues se sont également intéressés a la sécrétion du peptide AB. lls ont
ainsi démontré que le précurseur APP est clivé par des enzymes et génére différents
fragments protéiques et ce clivage est important pour la sécrétion des fragments APB
(Maruyama et al., 1994). Il est admis aujourd’hui que le précurseur APP est clivé par
différentes familles d’enzymes. Le peptide APP est clivé au niveau du réticulum
endoplasmique (Schreiner et al., 2015) par la protéine B sécrétase nommée BACE (Beta-site
APP-cleaving enzyme) (Vassar et al., 1999) ou au niveau des membranes cellulaires par I'a
sécrétase (Lammich et al., 1999), apres I'action de I'une ou l'autre des sécrétases (a ou B), le
peptide est enfin clivé par la y sécrétase, constituée de 4 protéines formant un complexe a
activité protéolytique (Figure 6) (Claeysen et al., 2012; De Strooper, 2003). Par ailleurs, le
peptide APP peut également étre clivé par une autre sécrétase nommée & (ou asparagine
endopeptidase) formant ainsi un peptide qui constitue un meilleur substrat pour la BACE,
promouvant ainsi le processus amyloidogénique. Lactivité de cette enzyme 6 sécrétase est
connue pour étre plus élevée chez les patients atteints de la MA comparés aux sujets

controles (Zhang et al., 2015a, 2016).
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Figure 6 : Clivage du précurseur amyloide par les différentes enzymes sécrétases, définissant les deux
voies amyloidogéniques et non amyloidogénique (Claeysen et al., 2012).

AICD : APP intracellular domain, C83 : C-terminal fragment (ou a-CTF), C99 : C-terminal fragment (ou
B CTF), P3 : Peptide P3.

Les produits de ce clivage sont différents selon que I'APP ait été clivé par 'a ou la B
sécrétase. De l'action de I'a sécrétase résulte le peptide sAPPa (Soluble Amyloid Precusor
Protein) qui a des propriétés neuroprotectrices (Corrigan et al., 2012; Obregon et al., 2012).
Cependant la B sécrétase ou BACE est impliquée dans le processus amyloidogénique de la
MA puisque les produits peptidiques AR de son action sont neurotoxiques (Jin et al., 2013;
Malmsten et al., 2014). Les produits de la B sécrétase sont différents par leur taille, ceux
majoritairement représentés sont les peptides APi4 et ABi14 qui contiennent
respectivement 40 et 42 acides aminés. Le fragment ABi.4, est plus présent au niveau des
plaques séniles retrouvées chez les patients atteints de la MA ou dans les modeéles animaux,
et présente une toxicité plus important que AB;.40 (Jarrett et al., 1993; Klein et al., 1999). De
plus, I'analyse approfondie des formes peptidiques AB a permis la description de la présence

d’acides aminés N-terminaux tronqués (Masters et al., 1985). D’ailleurs, le peptide ABpE3,
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décrit par (Mori et al.,, 1992), est I'un de ceux ayant suscité le plus d’intérét, puisque sa
présence n'a pas été décrite chez les patients non atteints de la MA (Wirths et al., 2010).
Lorsque les peptides amyloides sont synthétisés sous leur forme native, ils sont en « hélice
a », ces hélices changent de conformation pour former des « feuillets B », et ce sont ces
feuillets qui sont responsables du pouvoir pathogene amyloide. En effet, les feuillets B
s’associent entre eux, au cours du processus de nucléation, pour former des oligomeres, qui
eux forment a leur tour des protofibrilles, puis ces protofibrilles s’agregent pour donner lieu
a des fibrilles amyloides et constituent les plaques séniles (Huang et al., 2013). Néanmoins,
les oligoméres formés peuvent avoir différentes formes et tailles selon les conditions
physiologiques, comme la concentration en sel ou la concentration en oligomeres. Par
exemple, une faible concentration en oligomeéres ralentirait le processus de nucléation et
aboutit a des fibrilles ordonnées, alors qu’une forte concentration en oligoméres de formes

hétérogeénes aboutit a la formation de fibrilles amyloides désordonnées (

Figure 7) (Ruzafa et al., 2012).
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Figure 7 : Mécanisme de nucléation et élongation amyloide (Ruzafa et al., 2012).

Malgré I'absence de lien direct entre 'apparition des plaques amyloides séniles au
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niveau cérébral et la MA, la neurotoxicité incontestable des plaques séniles a été mise en
évidence sur des cultures cellulaires de neurones différenciés ou de neurones primaires
(Yankner et al., 1989). Elle fait I'objet de nombreuses études afin de mieux comprendre la
physiopathologie de la MA (Cochet et al., 2013; Obregon et al., 2012; Parikh et al., 2014; Park
et al.,, 2014; Schreiner et al., 2015), ainsi que pour développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques ciblant le processus amyloidogénique du peptide APP (Dinamarca et al.,

2006; Luo et al., 2013; Mao et al., 2014; Rizzo et al., 2012).

e Neurotoxicité amyloide

Avant d’aborder les effets toxiques du peptide AB, il est important d’aborder un fait
important qui concerne son accumulation au niveau cérébral. En effet, la clairance de la
barriere hémato encéphalique du peptide AR diminue au cours de la MA (Gosselet et al.,
2011; Mawuenyega et al., 2010), ce qui induit son accumulation et favorise la formation de
plagues amyloides. Le mécanisme de clairance d’AB du systeme nerveux central est un
mécanisme actif qui fait intervenir la P-glycoprotéine (P-gp), un transporteur ATP-dépendant
de la famille des transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) (Lam et al., 2001), dont le blocage
diminue l'efflux d’AB. Des résultats similaires ont été décrits chez des souris déficitaires en P-
gp, ou la clairance d’AB était réduite (Cirrito et al., 2005). De plus, AB réduit sa propre
élimination en régulant négativement la P-gp par interaction avec des facteurs induisant
I'inflammation comme le facteur transcriptionnel NF-kB, puisque le traitement par un

inhibiteur de cette voie rétablit le niveau de P-gp (Park et al., 2014).

Ainsi, 'accumulation d’AB au niveau cérébral par diminution de son élimination
favorise ses activités toxiques, d’ailleurs différents modeles cellulaires (Cochet et al., 2013; Li
et al., 2013; Obregon et al., 2012; Yankner et al., 1989) et animaux (Dinamarca et al., 2006;

Sohanaki et al., 2016; Webster et al., 2014) ont été mis en ceuvre pour évaluer ces effets. Les
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premiers effets toxiques décrits au niveau cellulaire par Yankner étaient démontrés par des
croissances de neurites avec apparition d’inclusions vacuolaires suivies de mort cellulaire
(Yankner et al., 1989). Une étude similaire a démontré que le peptide AB diminue la viabilité
cellulaire et augmente I'apoptose des cellules PC 12 (cellules de phéochromocytome qui
développent un phénotype neuronal (Shafer and Atchison, 1991) ainsi que celle de neurones
hippocampiques d’embryons de rat (Zheng et al., 2016). Les effets du peptide AB sur
I’'apoptose neuronale sont autant directs qu’indirects, et |'utilisation de modeéle de culture de
cellules neuronales d’embryon de souris incluant des cellules gliales, des astrocytes et des
neurones corticaux a démontré qu’un traitement par le peptide AB diminue le nombre de
neurones dans la culture cellulaire. Le nombre d’astrocytes et de cellules gliales quant a lui
augmente en réponse au traitement par AB avant de se stabiliser (Sollvander et al., 2016).
Cette méme équipe suédoise a démontré qu’aprés ce traitement, lorsque I'on purifie le
méme milieu de culture du peptide AB, le nombre de neurones continue a baisser. En effet,
une analyse par microscopie électronique a montré des microvésicules libérées par les
astrocytes, lesquelles, aprés avoir phagocyté les peptides AR, les dégradent trés lentement,
et ces microvésicules seraient chargées en composés toxiques qui induiraient encore la mort
neuronale. Le traitement de cellules SH-SY5Y (cellules de neuroblastome) par le peptide AB
perturbe l'activité des mitochondries, augmente le taux de protéines anti-apoptotiques
comme p53 ou Bcl-2 dans un premier temps, puis induit la mort cellulaire par apoptose (Li et
al., 2013) ou I'on observe également une augmentation de la sécrétion de I'enzyme lactate
deshydrogénase (LDH), signe de perturbation cellulaire. Ces effets apoptotiques du peptide
AB ont largement été décrits dans d’autres études, et confortent son action notamment via
I'induction d’un dysfonctionnement mitochondrial. Ainsi, le peptide AB augmente |'activité
de la caspase-9 (cysteine-requiring aspartate proteases), qui induit I'apoptose par voie

intrinséque mitochondriale, alors qu’il augmente d’'une moindre fagon l'activité de la
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caspase-8, qui induit I'apoptose par voie extrinséque au niveau cellulaire. Il augmente
également le taux de protéines pro-apoptiques mitochondriales comme le cytochrome C, et
perturbe les rapports entre protéines apoptotiques et anti-apoptotiques (Tan and Kim,

2016).

En lien direct avec I'apoptose induite par dysfonctionnement mitochondrial, et a
cause de son pouvoir pro-oxydant, AR induit un stress oxydant important au niveau cellulaire
et cérébral, qui fait d’ailleurs I'objet de nombreuses études en vue de développer des
nouveaux traitements pour la MA (Belluti et al., 2014; Clark et al., 2010; Lan et al., 2014; Luo
et al., 2013). Il réduit les réserves anti-oxydantes de I'organisme comme le taux de la forme
réduite du glutathion « GSH » (Mdller et al., 1997), I'’expression de la Manganése Superoxyde
Dismutase et augmente ainsi le niveau de glutathion «GSSG» sous forme oxydée au niveau
cellulaire (Xing et al., 2015), ou encore celui du monoxyde d’azote «NO» (Jun et al., 2015)

dont le métabolisme aboutit a la formation de peroxynitrites.

Par ailleurs, au niveau cérébral, les plagues amyloides sont entourées de cellules
microgliales, indicateurs du processus inflammatoire chronique. En effet, le peptide
amyloide active le processus inflammatoire au niveau cérébral, en interagissant avec des
voies de signalisation de I'inflammation comme la voie NF-kB «Nuclear Factor-Kappa B»,
impliquée dans les réponses immunitaires et au stress cellulaire (Park et al., 2014). Par
ailleurs, AB augmente |'expression de deux enzymes, la iNOS « Monoxyde d’azote Synthase
inductible » et la COX 2 « cyclo-oxygénase de type 2 » aboutissant a des phénomeénes
inflammatoires et immunitaires, ainsi que les taux de cytokines inflammatoires comme les
interleukines 1 et 6 (IL-1 et IL-6) et le TNF-a « Tumor Necrosis Factor-a » (Raha et al., 2016).
A terme, I'activation des cellules gliales et la sécrétion de cellules inflammatoires au niveau
cérébral aboutit non seulement a I'entretien du phénomene au niveau local mais aussi a la

destruction du tissu cérébral.
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On sait également que I’AB est un élément important dans le déficit synaptique qui
intervient au cours de la MA, les taux de protéines synaptiques sont diminués chez les
patients atteints de la MA, et ce déficit est également constaté dans des modéles animaux
amyloidogéniques (Patel et al., 2014). Il a également été rapporté que les effets toxiques des
oligomeéres AB sur culture cellulaire seraient initiés au niveau des axones terminaux et non
au niveau des corps cellulaires, expliquant ainsi I'apparition des déficits synaptiques avant la

perte neuronale (Buskila et al., 2013; Parikh et al., 2014).

e Le peptide neuroprotecteur sAPPa

Lorsque le précurseur amyloide n’est pas clivé par la B sécrétase, celui-ci est clivé par
une autre sécrétase dite a, il en résulte un peptide soluble nommé sAPPaq, qui présente des
propriétés neuroprotectrices, et un fragment C-terminal qui reste accroché a la membrane
cytoplasmique, et qui sera clivé également par la y sécrétase. Ce peptide sAPPa représente
également un axe de recherche important dans la physiopathologie de la MA, et une cible

importante pour le développement de nouvelles thérapeutiques.

D’abord, dans le but de comprendre les fonctions d’APP, des équipes allemandes et
suisses ont comparé des souris : sauvages, des souris qui n‘expriment pas la protéine
membranaire APP, des souris qui expriment le fragment APPACT15 auquel manque les 15
acides aminés C-terminaux, représentant le domaine d’interaction de la protéine, et des
souris qui expriment uniquement le fragment sAPPa afin de comparer les différents
phénotypes. Alors que le fragment C-terminal d’APP est nécessaire pour la transduction des
signaux que suscite cette protéine, ces chercheurs s’attendaient a obtenir des profils
identiques entre les souris sauvages et les souris APPACT15. Cependant, ils ont constaté
gu’en plus de ce génotype, le fragment sAPPa suffit également a lui seul pour rétablir le

phénotype sauvage des souris. En effet, SAPPa a permis de rétablir: le développement
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somatique, le poids du cerveau, la force de préhension, I'activité spontanée dans les cages de
vie, l'activité exploratoire, 'apprentissage spatial, ainsi que la plasticité synaptique objectivée

par le rétablissement de la potentialisation a long terme (Ring et al., 2007).

Il'y a déja une vingtaine d’années, Furukawa avait démontré avec ses collegues que le
traitement par sAPPa de cultures neuronales corticales embryonnaires humaines ou de rat
réduisait la mort cellulaire induite par le glutamate ou le peptide neurotoxique AB. En effet,
le glutamate, neurotransmetteur important dans les phénomenes de plasticité synaptique,
peut également induire des processus d’excitotoxicité lors de dysfonctionnement cellulaire
ou lorsque sa concentration cellulaire est trop importante. De maniére intéressante, sAPPa
régule I'excitabilité neuronale glutamatergique et contrebalance [Iexcitotoxicité, par
activation de canaux potassiques induisant ainsi une hyperpolarisation neuronale. Afin de
vérifier l'origine de ces effets, des études comparatives avec le dérivé sAPPB n‘ont pu
démontrer ces mémes effets neuroprotecteurs (Furukawa et al., 1996). Par ailleurs, sAPPa
facilite la transmission synaptique liée aux récepteurs NMDA (N-méthyl D-aspartate) et de ce
fait, la potentialisation a long terme, corrélée au niveau comportemental par une
amélioration de la mémoire de référence spatiale chez des rats adultes, apres traitement par
un inhibiteur des a sécrétases endogenes (Taylor et al., 2008). Afin de définir les mécanismes
de cet effet protecteur du neuropeptide sAPPaq, il a été démontré que le traitement par
sAPPa d’une culture de neurones hippocampiques régule I'expression de différents génes de
survie ou de mort cellulaire. Ainsi, sont concernés les geéenes des protéines pro-
inflammatoires et de réponses immunitaires mises en cause dans la MA. De la méme
maniere, sAPPa induit la diminution de I'expression de la protéine oncogéne p53 qui régule
I'apoptose, expression qui est augmentée au cours de la MA. Par ailleurs sAPPa promeut
I'expression de génes de survie et de prolifération cellulaire comme le gene Cd80 (Ryan et al.,

2013). Au niveau cellulaire, il a été démontré que AB4o et ABs, promeuvent la prolifération de
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cellules embryonnaires humaines, mais sont incapable d’induire leur différenciation en
cellules neuronales a l'inverse de sAPPa (Porayette et al., 2009). De plus, sAPPa induit la
croissance de neurites sur une culture de neurones corticaux embryonnaires de souris
(Hasebe et al., 2013). De la méme maniére, chez des souris transgéniques porteuses du gene
de la protéine ADAM 10 qui présente une activité a sécrétase (Cochet et al., 2013), il a été
montré une augmentation des boutons pré synaptiques cholinergiques, glutamatergiques et
GABAergiques a I'age de 8 mois ainsi qu’a I'age de 18 mois pour les boutons cholinergiques.
Cette poussée neuronale a été confirmée par l'injection de sAPPaq, directement au niveau
cérébral, a des souris non transgéniques chez lesquelles il a été également observé une
augmentation des boutons pré synaptiques des mémes neurones dans les régions proches
du site d’injection, et une augmentation des boutons cholinergiques au niveau des régions
plus éloignées du site de traitement cérébral (Bell et al., 2008). Par ailleurs, par liaison avec la
B sécrétase, sAPPa I'inhibe afin de réguler le clivage d’APP. De ce fait, la B sécrétase devient
incapable de se fixer au précurseur amyloide, afin de le cliver et générer le peptide
neurotoxique APB. Ainsi, le traitement par sAPPa de souris transgéniques qui surexpriment
des formes mutées d’APP, induisant un phénotype amyloidogénique, entraine une
diminution de leurs taux d’AP4o et AB4,, et ce pour les deux formes solubles et insolubles.
Chez ces mémes animaux, SAPPa entraine une diminution des fragments C-terminaux B (B
CTF) produits apres action de la B sécrétase sur le peptide précurseur amyloide (Obregon et
al., 2012). De maniére intéressante, au-dela du processus amyloidogénique, sAPPa agit
également sur l'autre marqueur histologique de la MA, I’hyperphosphorylation de la protéine
tau. En effet, sAPPa inhibe la protéine GSK3B (Glycogen Synthase kinase 3), une
sérine/thréonine kinase qui régule de nombreux processus cellulaires fondamentaux, en la
phosphorylant sur la sérine 9. Cette méme protéine kinase GSK3[B, parmi ses autres

fonctions, induit la phosphorylation de la protéine tau. Ces résultats ont été observés sur une
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lignée cellulaire de neuroblastomes humains SH-SY5Y, et confirmés chez des souris triples
transgéniques PSAPP/TgsAPPa (Deng et al., 2015). Ainsi, le peptide sAPPa récemment revu
par Habib (Habib et al., 2016), augmente la concentration neuronale de la guanosine
monophoshate cyclique (GMPc) ce qui entraine une réduction de la concentration des ions
calciques libres intracellulaires, et de ce fait réduit la neurotoxicité liée a la perturbation de
I’'homéostasie de ces cations. sAPPa réduit de ce fait la toxicité liée a AB, au stress oxydant
induit par le Fe?* et les radicaux libres. Au niveau structurel, sAPPa posseéde un domaine
riche en cystéines similaire a celui des facteurs de croissance et possede donc des propriétés
de facilitateur de la neurogenése et neurotrophique. De plus, une corrélation positive a été
établie entre la baisse du taux de sAPPa dans le LCR et I'apparition des déficits cognitifs chez
I'Homme et I'animal. C’est pourquoi la promotion de ce peptide (et de ses actions) au niveau

cérébral est un enjeu majeur dans la recherche de traitements pour la MA.

3. Hyperphosphorylation de la protéine Tau

Depuis la premiere description d’Alois Alzheimer, des fibrilles avec une capacité
d’'imprégnation ont été observées au niveau intra neuronal lors de l'autopsie de madame
Auguste Deter. Ces fibrilles formées de protéines tau hyperphosphorylées, font I'objet d'une
grande attention dans I'étude de la MA puisqu’elles représentent un des principaux

marqueurs de la pathologie, au méme titre que les plagues séniles amyloides.

La protéine tau fait partie de la famille des protéines fixées aux microtubules qui
stabilisent le cytosquelette cellulaire, elle appartient a la famille des MAP « Microtubules
associated protein ». Elle est principalement synthétisée au niveau cérébral, il en existe six
isoformes, elle est située majoritairement au niveau des axones, et de maniére moins
importante au niveau des dendrites et corps cellulaires. C’'est une protéine trés importante

puisqu’elle joue des roles différents et importants a différents stades du développement. En
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effet, la protéine tau intervient dans la synaptogenese et la maturation des neurones au
cours du développement, et a I'age adulte, elle participe a la formation des neurones par
fixation aux microtubules favorisant ainsi leur assemblage, d’ou découle également un role
secondaire dans le transport des organites cellulaires. Le fonctionnement normal de la
protéine tau nécessite sa phosphorylation par des kinases, et le degré de phosphorylation
joue un réle dans la fixation aux microtubules, ainsi, un faible degré de phosphorylation de

tau augmente la polymérisation des microtubules.

Au cours de la MA, tau se trouve hyperphosphorylée, a un stade précoce de la
maladie, a cause d’un déséquilibre entre les kinases phosphorylantes et les phosphatases qui
sont les protéines de déphosphorylation. Cette hyperphosphorylation peut étre induite par
le peptide AR ou le stress oxydant par exemple, et aboutit au détachement des protéines tau.
Laugmentation de la concentration de la protéine tau détachée favorise son repliement sur
elle-méme et s’agrege entre elles pour former des feuillets béta dits « amyloide-like », ces
feuillets s’agrégent a leur tour pour former de plus larges filaments (Figure 8) (Hasegawa,

2016).
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Figure 8 : Processus de formation des neurofibrilles de la protéine tau hyperphosphorylée (Simi¢ et al.,
2016).

Une fois séquestrée dans ces filaments, tau ne peut plus assurer sa fonction de
protéine liée aux microtubules, et perd sa fonction de stabilisatrice du cytosquelette,
aboutissant a la perturbation de la dynamique du cytosquelette et du transport axonal, au
dysfonctionnement synaptique et a la neurodégénérescence. Les agrégats fibrillaires de tau
seraient une des manifestations tardives de la maladie qui renforce en plus sa progression
par interaction physique avec les autres fonctions cellulaires. Il existe également plus d’une
cinquantaine de mutations de la protéine tau qui sont toutes pathogéniques par
perturbation de sa fonction et promotion de sa fibrillation, rendant ainsi la protéine tau

impliqguée dans différentes maladies neurodégénératives en plus de la MA (Arendt et al.,
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2016). Limplication exacte de I’hyperphosphorylation de la protéine tau dans la
neurodégénérescence de la MA demeure encore incomprise. On sait néanmoins graces a des
modeles d’études animaux et cellulaires que la protéine tau interagit de maniére réciproque
avec le peptide AB, puisque tau aggrave la pathologie amyloide et favorise une diminution du
taux du peptide neuroprotecteur sAPPa (Bright et al., 2015), et que des souris transgéniques
amyloidogéniques exprimant également le géne de la protéine tau (souris 5xFAD x Tg30)
développent des neurofibrilles tau de maniére plus importante en comparaison a des souris

qui expriment seulement le transgene de la protéine tau (souris Tg30) (Héraud et al., 2014).

Cette partie ne sera pas développée de maniéere plus importante puisque notre étude

portera principalement sur le peptide amyloide.

4. Hypothése cholinergique

Au-dela des nombreuses hypothéses émises dans le cadre de la physiopathologie de
la MA comme la toxicité amyloide ou les fibrilles de protéines tau hyperphosphorylées, une
autre hypothése concernant le déficit de la transmission cholinergique a également été

postulée.

Lacétylcholine (ACh) est le premier neurotransmetteur qui a été découvert, au début
du XX siécle. Comme illustré dans la « Figure 9 », ’ACh est largement distribuée au niveau
des systemes nerveux périphérique et central. Les projections cholinergiques issues de
régions cérébrales comme le noyau basal de Meynert (Figure 10) et le septum médial,
innervent ainsi 'ensemble des régions du cerveau prosencéphalique comme le thalamus,
I’hippocampe et 'amygdale. Le complexe constitué du noyau pédonculopontin avec la région
latérodorsale du tegmuntun innervent quant a elles, les régions du cerveau

mésencéphalique comme le striatum et le pont.
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Figure 9 : illustration de I'innervation cholinergique du cerveau humain (Mesulam, 2013).

ACh : Acétylcholine, DA : dopamine, 5-HT : sérotonine, NE : norépinéphrine, EAA : acides aminés
excitateurs, ? : la voie n’est pas confirmée chez ’lhumain, Ch1-4 : groupes neuronaux cholinergiques
du prosencéphale, Ch5-6 : groupes neuronaux cholinergiques du mésencéphale.

Figure 10: Photo du psychiatre et neuroanatomiste allemand Theodor Hermann Meynert (Google
images).
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D’un point de vue métabolique, I'ACh est synthétisée au niveau des terminaisons
nerveuses grace a la choline acétyle transférase (ChAT) qui utilise la choline et l'acétyle CoA
comme substrats. Une fois synthétisée, I'ACh est emmagasinée dans des vésicules pré
synaptiques grace a l'acétylcholine transporteur (AChT), et le contenu de ces vésicules est
libéré dans les fentes synaptiques suite a un influx nerveux. Une fois dans la fente
synaptique, 'ACh se fixe sur ses récepteurs qui sont classés en deux familles : les récepteurs

muscariniques et nicotiniques (Figure 11).
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Figure 11 : Synthése de 'acétylcholine (Zoheir et al., 2012).

Ach : Acetylcholine, ChAT : choline acetyltransferase, CHT1 : high affinity choline transporter-1,
VAChT : vesicular ACh transporter, AChE : acetylcholinesterase, BChE : butyrylcholinesterase, mAChR :
muscarinic receptors, nAChR : nicotinic receptors.

Les récepteurs muscariniques sont des récepteurs métabotropiques dont il existe 5
sous types : M1, M2, M3, M4 et M5 qui sont organisés en deux familles : les M1 (M1, M3 et

MS5) couplés a la protéine Gq qui active la phospholipase C, et les M2 (M2 et M4) qui sont

Introduction 44



couplés a la protéine Gi/a qui inhibe l'adénylate cyclase. Le récepteur M2 est un
autorécepteur pré synaptique qui joue un rble de rétrocontrdle inhibiteur, les autres sont
tous post synaptiques. Ces récepteurs sont largement distribués au niveau cérébral avec des
fortes densités dans des régions importantes pour la mémoire comme I'hippocampe, le
striatum et le cortex. Les récepteurs nicotiniques quant a eux sont des récepteurs canaux
pentamériques constitués par des sous unités a et B. Il existe 7 sous types de sous unités a et
3 sous types B, qui se combinent avec des stoechiométries différentes afin de donner lieu a
des récepteurs différents quant a leur perméabilité cationique, fixation des ligands et leurs
propriétés de désensibilisation. Les récepteurs homopentamériques a7 et
hétéropentamériques a4B2 sont majoritairement exprimés dans |'ensemble du cortex
cérébral et au niveau de I'hippocampe. Aprés fixation sur ses récepteurs pré ou post
synaptiques, I’ACh module différentes fonctions comme le cycle veille sommeil, I'attention et
la mémoire, au niveau du systéme nerveux central ou encore les fonctions cardiovasculaire,
rénale et gastrointestinale, au niveau du systeme nerveux périphérique. Si I’'ACh ne s’est pas
fixée sur ses récepteurs, sa demi-vie dans la fente synaptique est de l'ordre de quelques
millisecondes avant d'étre dégradée par [l'acétylcholinestérase (AChE) ou la

butyrylcholinestérase (BuChE) (Prado et al., 2016).

Avant les années 80, il a été établi que la transmission cholinergique est impliquée
dans la modulation du processus de mémorisation et qu’elle est déficitaire chez les patients
atteints de la MA, avec déplétion de I'enzyme choline acétyle transférase. Au cours des
années 70, on avait déja identifié des structures hautement impliquée dans la mémoire,
comme |'hippocampe, et qui avaient des projections nerveuses afférentes et efférentes
cholinergiques, et présentent une forte densité en récepteurs cholinergiques. Il a également
été observé que la scopolamine, un antagoniste des récepteurs muscariniques de I'ACh,

utilisée en prémédication chirurgicale induisait des amnésies chez les patients (Smith and
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Swash, 1978).

Par ailleurs, 'ACh joue également un role important dans les manifestations
pathologiques de la MA, puisque les études menées sur I'ACh, déficitaire au cours de cette
pathologie, ont démontré que I'ACh réduit la mort cellulaire liée a AR, et I'inflammation
astrocytaire induite au cours de la MA (Grimaldi et al., 2016). De maniére intéressante, ces
effets mettent autant en ceuvre les récepteurs muscariniques que nicotiniques puisque
I'activation des récepteurs M1 par exemple, augmente la sécrétion du peptide
neuroprotecteur sAPPa et diminue la neurotoxicité liée au peptide AB ainsi que sa formation
par interaction avec son enzyme de synthése BACE (B sécrétase) (Jiang et al., 2014). Alors
que, plusieurs données expérimentales montrent que les récepteurs nicotiniques
homopentamériques a7 sont a l'origine de la neuroprotection vis-a-vis de |'excitotoxicité
induite par le glutamate et la neurotoxicité liée a AB. Ces récepteurs nicotiniques diminuent
également la sécrétion de cytokines inflammatoires au niveau central et inhibent leur

synthese au niveau périphérique (Yakel, 2013).

Il existe une relation réciproque entre le peptide AB et le systéme cholinergique
puisque les récepteurs muscariniques et nicotiniques régulent le métabolisme
amyloidogénique, et que la dégénérescence cholinergique semble étre secondaire a la
neurotoxicité liée a AB. Par ailleurs, un déficit de la transmission nerveuse cholinergique peut
également aboutir a une hyperphosphorylation de la protéine tau et la production d’ApB,
aboutissant ainsi a la neurodégénérescence. Ces dernieres données remettent en cause
I’hypothése cholinergique, puisqu’il est ainsi difficile de définir si le déficit de la transmission

cholinergique est la cause ou la conséquence du processus dégénératif (Tata et al., 2014).
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5. Dysfonctionnement des autres systemes de neurotransmission dans la MA

e Le systeme glutamatergique

Au-dela du dysfonctionnement cholinergique qui survient au cours de la MA, les
autres systémes de neurotransmission cérébrale sont également perturbés. Par exemple, le
glutamate, une cible thérapeutique importante dans la MA joue un réle physiologique trés
important dans des phénomeénes cognitifs comme la mémoire et I'apprentissage. En effet,
I'activation des récepteurs NMDA (N-méthyl D-aspartate) par le glutamate a des
concentrations de l'ordre du millimolaire, induit un flux de cations calciques « Ca**» au
niveau intracellulaire qui active des enzymes responsables de la mise en place et
renforcement de la plasticité synaptique. Dans le but de mettre en évidence I'intérét de ce
neurotransmetteur, des études ont montré que l'absence des récepteurs NMDA chez la
souris au niveau de I'hippocampe induisait des déficits mnésiques, alors que leur
surexpression améliore la mémoire. A |'état pathologique, comme dans le cas de la MA, les
récepteurs NMDA sont hyperactivés par le glutamate a des concentrations inférieures a celle
nécessaire a I'état physiologique, et ce de maniere plus au moins continue, d’ou résulte un
flux d’ions Ca** et Na*, qui activent des enzymes du catabolisme Calcium Calmoduline
dépendantes. Certains neurones sont incapables de compenser cette hyperactivation et
dégéneérent, et ce phénomeéne est appelé « excitotoxicité ». Cette toxicité peut également
étre modulée par d’autres récepteurs que les NMDA, mais ces derniers sont plus vulnérables
du fait de leur large distribution au niveau des régions impliquées dans la mémoire comme
I'hippocampe. Les neurones glutamatergiques, qui sont acteurs et cible de I'excitotoxicité
sont retrouvés colocalisés avec les plaques séniles amyloides. Par ailleurs, le peptide AR
augmente la susceptibilité a la mort neuronale par perturbation des homéostasies

glutamatergique et calcique (Danysz and Parsons, 2003; Doraiswamy, 2003). De plus, les
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transporteurs du glutamate responsables de sa recapture présentent des anomalies au cours
de la pathologie, puisque des variantes de ces transporteurs sont exprimées au cours de la
MA, et ces variantes sont moins fonctionnelles, ou ne le sont pas, laissant ainsi le glutamate
s’accumuler dans les fentes synaptiques et se fixer sur ses récepteurs post synaptiques (Scott

et al., 2011).

e Les catécholamines

Par ailleurs, la MA étant une pathologie multifactorielle et polysymptomatique, n’est
pas exclusivement liée a I'acétylcholine et au glutamate. Par exemple, la dopamine, en plus
de ses fonctions dans le systeme de récompense ou encore le controle des fonctions
motrices, joue également un réle important dans la mémoire (Chudasama and Robbins,
2004). Il a été démontré que le traitement d’un modéle de souris amyloidogénique de la MA
par le précurseur de la dopamine « L-DOPA » améliore la mémoire dans ce modéele. De plus,
les récepteurs dopaminergiques « D, » voient leur densité baisser au cours de la MA au
niveau du striatum, et les perturbations du métabolisme dopaminergique induisent des
symptdmes neuropsychiatriques comme l'agitation et I'agressivité qui sont souvent observés
chez les patients atteints de la MA (Ambrée et al., 2009; Tanaka et al., 2003). De la méme
maniére, d’autres neurotransmetteurs importants pour la mémoire comme la sérotonine ou

la noradrénaline présentent des perturbations au cours de la MA (Storga et al., 1996).

6. Diagnostic

A ce jour, le diagnostic de la MA est réalisé lorsque les patients ou leur entourage se
plaignent de manifestations cognitives qui durent depuis au moins six mois, d’apres la HAS
« Haute Autorité de Santé ». Le diagnostic est réalisé grace a des tests neuropsychologiques
comme le MMSE « Mini Mental State Examination » ou test de Folstein, le test de I'horloge

ou encore le test des tracés ou Trail-Making Test. Le MMSE est I'un des tests les plus
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couramment utilisés dans le diagnostic des démences. Il s’agit d’'un questionnaire sur papier
ou le score maximum est de 30, et les valeurs supérieures a 24 définissent des fonctions
cognitives normales. D’ailleurs, en France, les stades de la MA sont définis selon les scores

obtenus au test du MMSE (HAS) :

e Stade léger : MMSE > 20
e Stade modéré : 10 < MMSE < 20

e Stade sévere : MMSE < 10

Néanmoins, certaines études ont démontré que ce test doit étre accompagné
d’autres mesures diagnostiques afin d’assurer son efficacité (Creavin et al., 2016). Dans le but
de prévenir et d’'améliorer la prise en charge de patients atteints de la MA, de nombreuses
études ont été menées afin de définir des marqueurs biologiques ou « biomarqueurs ». Les
marqueurs histologiques de la MA sont les premieres cibles a la recherche de ces
biomarqueurs, comme la protéine tau, le peptide AP ou les plaques séniles. En effet, les
marqueurs établis au niveau mondial pour le diagnostic avec certitude de la maladie

d’Alzheimer sont :

e La baisse de la concentration de AB1.4, au niveau du LCR a des concentrations < 500
pg/mL pour des valeurs normales de 794 + 20 pg/mL, puisque le peptide amyloide est
séquestré au niveau cérébral sous forme d’agrégats séniles.

e l'augmentation de la concentration de la protéine tau au niveau du LCR a des valeurs
> 450 a > 600 pg/mL chez des patients agés de 51 a 75 ans en comparaison a des
valeurs normales < 500 pg/mL chez des sujets d’age supérieur a 70 ans. Ce facteur
présente d’avantage une valeur pronostique que diagnostique dans le cadre de la MA.

e La phosphorylation de la protéine tau sur I'acide aminé en position 181 est également

caractéristique de la MA, ainsi que sur d’autres positions comme les acides aminés
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199, 231, 235, 396 et 400 (Sharma and Singh, 2016).

Cependant, ces méthodes présentent un inconvénient majeur, puisqu’elles
nécessitent la pratigue d’'une ponction lombaire, un geste invasif, afin de récupérer des
échantillons de LCR. C’est pourquoi de nombreuses équipes essayent d’identifier des
marqueurs sériques, comme les marqueurs histologiques de la MA, des marqueurs de
I'inflammation ou encore des marqueurs du stress oxydant (Ciavardelli et al., 2016), qui ne
susciteraient pas de gestes invasifs et permettraient un suivi au long cours.

Par ailleurs, d’autres investigations peuvent aussi étre entreprises comme l'imagerie
par résonnance magnétique (IRM) structurelle qui peut mesurer le volume cérébral, la
tomoscintigraphie par émission de positrons (TEP) évalue la densité du peptide AB au niveau
cérébral, ou encore le métabolisme cérébral. Ces méthodes présentent néanmoins des
inconvénients puisqu’elles ne permettent pas de diagnostiquer la maladie de maniére sdre.
De plus, la TEP par exemple nécessite I'utilisation de radioligands ou radiotraceurs comme le
Fluoro Désoxy Glucose marqué au fluore 18 (*®F-FDG), et peuvent présenter des contre-
indications chez certaines personnes comme les porteurs d’'implants métalliques, celles
souffrant de claustrophobie ou encore présentant des allergies aux radioligands utilisés
(Knight et al., 2016). Au-dela des contre-indications et lourdeurs de ces investigations, une
étude rétrospective a démontré qu’il ne serait pas recommandé d’utiliser ces pratiques
couramment en clinique dans un but diagnostique ou de suivi de la MA (Smailagic et al.,
2015). Par ailleurs, des équipes se sont intéressées a la chronologie d’apparition d’anomalies
de ces « biomarqueurs » au cours du vieillissement évoluant vers la démence de la MA. Ainsi,
au cours du temps, la perturbation du peptide AP est la premiere manifestation observée au
niveau du LCR ou par imagerie de scintigraphie, puis apparaissent des anomalies touchant la
protéine tau (totale et phosphorylée) qui précedent les déficits de métabolisme cérébral et

enfin la survenue des déficits cognitifs (Figure 12) (Jack et al., 2013). Ces travaux permettront
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a I'avenir de mieux appréhender des nouvelles méthodes diagnostiques de la MA.
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Figure 12 : Dynamique d’apparition des anomalies des « biomarqueurs » de la MA au cours de son
évolution (Jack et al., 2013).

7. Traitements

La MA est un probleme majeur de santé publique. En effet, la dépendance engendrée
par la MA induit des colts colossaux pour les collectivités, que les patients soient internalisés
dans des établissements spécialisés ou chez eux. De ce fait, le traitement de cette pathologie
représente un enjeu majeur pour la communauté scientifique. De nombreux travaux sont
menés dans le but de développer des traitements efficaces pour cette pathologie qui ont
porté sur différents aspects pathologiques. Au niveau histologique, le peptide AB et la
protéine tau hyperphosphorylée sont des cibles majeures, alors que d’un point de vue
symptomatologique, les neurotransmetteurs semblent plus directement liés a la mémoire,
qui est la principale atteinte clinique. A ce jour, les traitements disponibles sur le marché,
agissent uniquement sur les troubles de mémoires. lls sont indiqués dans les stades légers a

modérés de la MA, et ciblent les deux systéemes cholinergiques et glutamatergiques.
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e Les inhibiteurs de 'AChE

Les premieres ouvertures thérapeutiques reposent sur I’hypothése cholinergique de
la MA, modulant positivement la transmission cholinergique par apport exogene du
neurotransmetteur ou son précurseur (hypothése basée sur le traitement de la maladie de
Parkinson par le précurseur de la dopamine L-Dopa), soit par inhibition du métabolisme de
I’ACh, ou encore par activation des récepteurs muscariniques (Abernethy, 1987). Cette
hypothése a été confortée par des études in vivo et in vitro qui ont démontré les effets
bénéfiques de cette neuromodulation (Liu et al., 2014; Nepovimova et al., 2014; Rizzo et al.,
2012; Smith and Swash, 1978). C’est dans ce cadre qu’a été développée la premiére classe
pharmacologique de médicaments ayant une indication dans le traitement symptomatique
de la MA, les inhibiteurs de l'acétylcholinestérase (IAChE). La tacrine est le premier
médicament mis sur le marché en 1993 aux Etats Unis et au Japon, et retiré du marché en
2004 a cause de son hépatotoxicité, puis ont suivi les autres médicaments de cette classe
pharmacologique : donepezil (Aricept®) — 1996, rivastigmine (Exelon®) -2000 et galantamine
(Reminyl®) commercialisée en 2001 (Tata et al., 2014).

Au jour d’aujourd’hui, le donepezil est de loin le médicament le plus utilisé pour le
traitement symptomatique de la MA a la dose initiale de 5 mg par jour puis 10 mg par jour
(Rogers and Friedhoff, 1996). Cette molécule est également utilisée a la dose journaliere de
23 mg aux Etats Unis d’Amérique, mais la pertinence de cette dose reste encore a démontrer
(Molino et al., 2013). Il s’agit d’un inhibiteur sélectif, réversible et non compétitif de I'AChE.
Sa demi-vie est de 70h, sa concentration plasmatiqgue maximale est atteinte au bout de 2 a
4h aprées administration, il présente une biodisponibilité de 90 a 100%, un fort taux de
fixation aux protéines plasmatiques (93 a 96%) et son équilibre plasmatique est atteint au
bout de 14 a 22 jours. Au niveau hépatique, le donepezil est métabolisé par deux

cytochromes, le CYP3A4 dont I'action donne naissance a un métabolite inactif et le CYP2D6
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qui catalyse la production d’'un métabolite actif. Lexistence de cette derniére voie
métaboliqgue peut étre a l'origine d’'une certaine variabilité interindividuelle quant a

I'efficacité thérapeutique du donepezil (Campos et al., 2016).

Lensemble des IAChE sont indiqués pour le traitement de la maladie d’Alzheimer dans
les stades légers a modérés, et le donepezil est en plus indiqué dans les stades modérés a
séveres, il ne semble pas recommandé pour le traitement des déficits cognitifs au stade MClI
et garde son effet bénéfique retardateur de la pathologie au stade sévere de la pathologie
(Cheewakriengkrai and Gauthier, 2013). En plus de ses effets sur les troubles de la mémoire,
le donepezil améliore également le déficit de langage aprés 6 mois de traitement en
comparaison au placebo ou a l'état de base, méme au stade séveére de la maladie. La
rivastigmine a également démontré des effets bénéfiques similaires sur les troubles du
langage (Ferris and Farlow, 2013). De plus le traitement par le donepezil retarde le placement
en établissement d’hébergement de personnes agées et dépendantes (EHPAD) des patients
atteints de la MA, alors que l'arrét du donepezil augmente les chances de placement en
EHPAD particulierement au cours des 6 mois suivants l'arrét du traitement (Jelic and
Winblad, 2016). Par ailleurs, le donepezil est également conseillé dans d’autres pathologies
neurodégénératives comme la démence aux corps de Lewy ou la démence vasculaire ou il
améliore les symptomes cognitifs et comportementaux comme les délires, hallucinations

visuelles et I'agitation (Cheewakriengkrai and Gauthier, 2013).

Concernant les autres possibilités de modulation de la voie cholinergique, certains
composés, comme les agonistes des récepteurs muscariniques M1, n‘ont pas pu étre
développés jusqu’au stade de médicaments, a cause de leurs effets secondaires ou leurs
propriétés physicochimiques comme une trés faible solubilité dans le milieu physiologique

ou un faible passage de la barriere hématoencéphalique (BHE) (Jiang et al., 2014).
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e L'antagoniste des récepteurs NMDA

Outre les IAChE, un autre médicament, la mémantine (Ebixa®) est mise sur le marché
depuis 2002, pour le traitement de la MA pour les patients atteints d’'une forme modérée a
sévere de la maladie. La mémantine est un antagoniste voltage dépendant, non spécifique et
rapidement réversible des récepteurs NMDA du glutamate (Molino et al., 2013). En effet le
glutamate est I'un des neurotransmetteurs excitateurs majeurs et occupe 70% des synapses
excitatrices au niveau cérébral. Dans certaines conditions pathologiques (maladies
neurodégénératives, accidents vasculaires cérébraux,...) un hyperfonctionnement du systéme
glutamatergique va concourir a la mise en place du phénoméne d’excitotoxicité soit par
sensibilisation des récepteurs ionotropes NMDA, soit par augmentation de la libération de
glutamate ou par diminution de sa recapture (Lewerenz and Maher, 2015), c’est pourquoi les
antagonistes de ces récepteurs sont une voie thérapeutique intéressante dans la MA.
Cependant, les antagonistes a forte affinité aux récepteurs NMDA comme la phencyclidine
ou la dizocilpine n‘ont pu étre développés a cause de leurs graves effets secondaires comme
I'induction de psychoses, du fait du blocage de I'activité physiologique des récepteurs NMDA.
La mémantine quant a elle a démontré des effets neuroprotecteurs en présence de
glutamate ou du peptide AB. Par ailleurs, elle réduit la sénescence cellulaire en agissant sur
le stress oxydant et elle améliore les performances de mémoire et d’apprentissage chez les
rongeurs (Doraiswamy, 2003; Ota et al.,, 2015). Chez les patients atteints de la MA, la
mémantine améliore les fonctions cognitives, réduit le déclin cognitif ainsi que le temps de

travail des personnels soignants (Dysken et al., 2014; Farokhnia et al., 2014).
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Problématique

La MA est donc une maladie neurodégénérative, multifactorielle, affectant un organe
dont les cellules ne se reproduisent plus. A ce jour, le diagnostic de la pathologie n’est posé
avec certitude que lorsque la maladie est déja bien installée et les patients ou leur entourage
se plaignent de manifestations cliniques. La dépendance engendrée par la pathologie
conjuguée au nombre de personnes atteintes par la pathologie, du fait du développement
des populations et 'augmentation de I'espérance de vie, induit des co(ts de prise en charge,
en institution ou aux domiciles des patients, qui deviennent de plus en plus un treés lourd
fardeau pour la société. De plus, les traitements actuellement disponibles sur le marché,
malgré leurs propriétés vantées dans les études in vitro ou sur des modéles animaux
(Bhattacharya et al., 2014; Kim et al.,, 2014; Ota et al., 2015), n‘ont que des effets
symptomatiques et ne font que retarder I’évolution de la pathologie vers la démence sévere.
En effet, une équipe de recherche japonaise a démontré dans une récente étude que la
mémantine, administrée seule ou avec des IAChE améliore |'état des patients aprés 6 mois de
traitement, mais I'état des patients régresse apres un an de traitement (Matsuzono et al.,
2015)). De nombreuses autres études démontrent également l'effet seulement retardateur
de I'évolution de la pathologie des mesures pharmacologiques ou non pharmacologiques
comme l'exercice physique (Gillette-Guyonnet et al., 2011; Laver et al., 2016).

Ainsi, la société fait face a la MA, un probléme majeur de santé publique, démunie
d’outil thérapeutique. C’est pourquoi de nombreuses équipes de recherche au niveau
mondial travaillent sur cette pathologie neurodégénérative, dans le but de mieux
comprendre sa physiopathologie afin de développer de nouvelles cibles et stratégies
thérapeutiques. En effet, de nombreuses molécules sont actuellement en essai clinique de

phase |, Il ou lll, comme des agonistes des récepteurs cholinergiques a-7, des antagonistes
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des récepteurs sérotoninergiques de type 6, des inhibiteurs des B ou y sécrétases ou encore
des vaccins ou immunoglobulines qui ciblent directement le peptide APB. Ainsi, dans le cadre
du développement de certains composés, |'idalopirdine par exemple, un antagoniste sélectif
des récepteurs sérotoninergiques de type 6, a atteint la phase Il de développement clinique,
alors que celui d’autres composés thérapeutiques comme le vaccin nommé AN-1792, en
phase clinique Il a été arrété en 2002 a cause d’effets secondaires graves incluant des
méningoencéphalites, et les essais du vaccin CAD 106 ont également été arrétés a la méme
phase, malgré une production appropriée d’anticorps, a cause d’'une absence de réponse
thérapeutique (Godyn et al., 2016).

DGO au nombre important d’échecs en phases cliniques du développement de
nouveaux médicaments pour le traitement de la MA, de nombreux travaux sont en cours en
vue de développement de nouvelles cibles thérapeutiques. Grdce a une étude
bibliographique, nous allons aborder de nouvelles cibles et stratégies thérapeutiques
innovantes qui sont étudiées au laboratoire Groupe Mémoire et Plasticité comportementale
« GMPc » en collaboration avec le laboratoire Centre d’Etudes et de Recherche sur le

Médicament de Normandie « CERMN ».
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Résultats et discussion

1. Les nouvelles cibles thérapeutiques

Lorsque l'on écrit le mot clé « Alzheimer’s disease » sur le moteur de recherche
« NCBI », nous obtenons un résultat de plus de 12000 références. Au-dela des travaux menés
sur la physiopathologie de la MA, de nombreux travaux sont également menés sur de
nouveaux composés pharmacologiques de synthése ou phytothérapeutiques. De la méme
maniére, méme si de nombreux composés inhibiteurs de I'’AChE, a I'instar des médicaments
déja sur le marché, sont encore en développement, des nombreuses cibles thérapeutiques
sont étudiées comme les composés modulant le systéme sérotoninergiques, les anti-
inflammatoires non stéroidiens, les estrogenes, les agonistes des récepteurs cannabinoides,
les statines, les antioxydants, les agents chélateurs de métaux ou encore tous les composés

qui ciblent le processus amyloidogénique (Doraiswamy, 2002).

1. Lesystéme sérotoninergique

Parmi ces nouvelles cibles, les modulations positive ou négative des récepteurs
sérotoninergiques semblent des voies innovantes tres prometteuses. La sérotonine intervient
dans différentes fonctions physiologiques comme la thermorégulation, le cycle veille
sommeil, I'hnumeur, la prise alimentaire ou encore les mémoires a long et court terme. La
sérotonine est largement distribuée dans l'organisme, elle est retrouvée dans différents
types cellulaires comme les plaquettes sanguines, les cellules entérochromaffines de la
mugueuse intestinale ou encore dans des neurones. Au niveau cérébral, les corps cellulaires
des neurones sérotoninergiques prennent naissance au niveau du noyau du raphé pour

innerver 'ensemble du cerveau (Figure 13Figure 13).
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Figure 13: lllustration de l'innervation et voies sérotoninergiques au niveau du cerveau, avec
description de la distribution de ses récepteurs (Visser et al., 2011).

La sérotonine est synthétisée principalement au niveau des terminaisons nerveuses
dans le cerveau a partir de son précurseur tryptophane, il est transformé grace a la
tryptophane hydroxylase en 5-hydroxytryptophane, lui-méme transformé par une acide
aminé décarboxylase en 5-hydroxytyptamine (5-HT) ou sérotonine. Aprés sa synthése, la
sérotonine est prise en charge par le « Vesicular Monoamine Transporter » pour étre stockée
dans des vésicules, dont le contenu est libéré dans les fentes synaptiques par exocytose
apres l'arrivée d’un influx nerveux. Au niveau de la fente synaptique, la sérotonine se fixe sur
ses récepteurs pré ou post synaptiques, et peut également étre recaptée grace au
« Serotonin Transporteur (SERT) », et se retrouver a nouveau dans la terminaison nerveuse
ou elle peut-étre recyclée dans ses vésicules de stockages, ou étre dégradée par I'enzyme
monoamine oxydase (MAQO) pour générer I'acide 5-hydroxyindole-acétique (5-HIAA), (Figure

14) (Visser et al., 2011).
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Figure 14 : Métabolisme de la sérotonine (5-HT) au niveau du cerveau (Visser et al., 2011)

BBB : Blood Brain Barrier, LAT : Large Amino acid Transporter, TPH : Tryptophane hydroxylase, 5-HTP :
5-Hydroxy Tryptophane, AADC : Aromatic Amino Acide Decarboxylase, 5-HT : 5-Hydroxy tryptamine,
VMAT : Vesicular Monoamine Transporter, MAO : Monoamine Oxydase, SERT : Serotonin transporter,
5-HIAA : 5-Hydroxyindoleacetic acid, PCPA : p-cholorophénylalanine (TPH inhibitor), NSD 1015 : AADC
inhibitor.

Concernant les récepteurs sérotoninergiques, du fait de la variété fonctionnelle de la
sérotonine, ils sont divisés en 7 familles nommées 5-HT; a 5-HT; eux-mémes subdivisés en 14
sous familles. Ces récepteurs sont tous métabotropiques, a 7 domaines transmembranaires
couplés a la protéine G (ai, aq ou as), sauf les récepteurs 5-HT; qui sont des récepteurs
canaux. Ainsi, les récepteurs 5-HT; par exemple, sont couplés a la protéine Gai, inhibent
I'adénylate cyclase et diminuent ainsi la production d’AMPc (Adénosine monophosphate
cyclique), les récepteurs 5-HT, sont quant a eux couplés a la protéine Gq, ils activent ainsi la
phospholipase C et augmentent le taux d’inositol triphosphate, alors que les récepteurs 5-
HT, et 5-HTs sont couplés a la protéine Gs, activent I'adénylate cyclase et augmentent quant
a eux la production d’AMPc. La majeure partie des récepteurs sérotoninergiques sont post
synaptiques, et les récepteurs 5-HT;a représentent le principal autorécepteur présynaptique

qui sert de frein au tonus sérotoninergique (Albert et al., 2011).
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Au cours de la MA, les études post mortem, montrent une baisse de la concentration
de la sérotonine et son métabolite 5-HIAA au niveau cérébral. Il y a également une
diminution de la densité des récepteurs sérotoninergiques comme les récepteurs 5-HT;4 et 5-
HTs, alors que celle d’autres récepteurs comme les 5-HT; restent inchangée (Ramirez et al.,
2014). Par ailleurs, le nombre des transporteurs de recapture de la sérotonine SERT,
marqueurs de terminaisons nerveuses sérotoninergiques, est diminué au cours de la
pathologie (Chen et al.,, 2011), et une dénervation sérotoninergique du cortex et de
I’"hippocampe est également constatée. De plus, le déficit sérotoninergique accompagne la
MA, et celui-ci est plus prononcé que les déficits des autres systemes monoaminergiques

(Simié et al., 2016).

De maniéere intéressante, la modulation des récepteurs sérotoninergiques a démontré
des effets bénéfiques sur la mémoire. Ainsi, les antagonistes des récepteurs 5-HTis par
exemple améliorent la mémoire et I'apprentissage chez ’'Homme, mais leur développement
n‘a pas abouti a la mise sur le marché de nouveaux médicaments en raison d’effets
secondaires importants. De la méme maniére, les agonistes partiels des récepteurs 5-HT, et
les antagonistes des récepteurs 5-HTs ont démontré des effets bénéfiques sur la mémoire, et
certains composés sont actuellement en développement clinique pour le traitement de la
MA. Dans ce rapport, nous allons principalement aborder les effets de modulation des

récepteurs 5-HT,, puis ceux de I'inhibition des récepteurs 5-HT.

e Les récepteurs 5-HT,

A la fin des années 80, un nouveau récepteur appartenant a la famille des récepteurs
sérotoninergiques a été découvert, sur des neurones d’embryon de souris, et ne
correspondait pas aux autres familles (1, 2 et 3) déja décrites. Ce nouveau récepteur couplé

positivement a la protéine Gs, ne répondant pas aux stimulations des agonistes ou
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antagonistes des récepteurs déja connus et activé par des composés de structure
benzamidique, a été proposé pour la premiere fois comme étant le récepteur 5-HT,
(Bockaert et al., 1990; Dumuis et al., 1988). Il a été mis en évidence un grand nombre de
variantes d'épissage du récepteur sérotoninergique 5-HT4 chez la souris, le rat et 'homme,
qui tous different au niveau de la longueur et la composition de leur extrémité C-terminale,
apres un site d'épissage commun. Deux variantes du récepteur ont été décrites dans un
premier temps nommeées S et L pour « short » et « long », retrouvées dans le cerveau de rat,
ou ailleurs, comme l'iléon, le colon, la vessie ou encore les oreillettes cardiaques, sans
présenter de différence de profil pharmacologique (Gerald et al.,, 1995). Quelques années
plus tard, deux nouvelles variantes ont été décrites, et 'ensemble des quatre variantes sont
dites « a, b, e et f » chez la souris, présentant de fortes similitudes avec les variantes décrites
chez 'Homme et le rat allant jusqu’a 90%. Cette nouvelle étude a confirmé l'absence de
différence de profil pharmacologique quant a l'affinité des récepteurs a leurs ligands
(Claeysen et al., 1998). De maniere intéressante, cette méme équipe a démontré que ces
variantes étaient dotées d’une activité intrinséque constitutive en l'absence d’agoniste
endogene, la sérotonine. Cependant les variantes les plus courtes « e et f » montrent une
activité intrinséque plus importante que celle des variantes plus longues «a et b», le
fragment C-terminal du récepteur jouant ainsi un réle inhibiteur sur cette activité.
Cependant, une méme activité pharmacologique est observée lorsque ces récepteurs sont
activés par un agoniste (Claeysen et al., 1999). Chez la souris, et de maniere similaire a
'Homme, ces récepteurs ont été retrouvés dans différents organes comme lintestin, le
colon, le cerveau et les oreillettes cardiaques, mais pas au niveau hépatique (Liu et al., 2005).
Plus précisément, au niveau cérébral, les récepteurs 5-HT,; sont présents aux niveaux de
différentes structures comme le bulbe olfactif, les ilots de Calleja, les ganglions de la base, le

noyau accumbens, I’hippocampe et la substance noire.
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Au niveau de la voie nigro-striatale, les 5-HT4R sont situés sur les corps cellulaires et
terminaisons nerveuses des neurones GABAergiques, (GABA : acide y aminobutyrique),
concernant le cortex, I'"hippocampe et I'amygdale, ces récepteurs sont localisés sur des

neurones cholinergiques et glutamatergiques (Pefias-Cazorla and Vilaré, 2015).

Concernant l'activation des récepteurs 5-HT,, celle-ci s’effectue soit par couplage a la
voie Gs/AMPc/PKA (Protéine Kinase A), soit par voie indépendante de la protéine Gs, et qui
implique la formation de complexe avec la protéine Src (Proto-oncogene tyrosine protéine
kinase) puis induction de signal. La désensibilisation des récepteurs 5-HT, peut s’effectuer de
deux manieres différentes, soit par découplage aux voies de signalisation (Gs ou Src), ou
alors, comme de nombreux autres récepteurs, par endocytose. Aucune différence de

désensibilisation n’a été constatée selon les différentes variantes (Bockaert et al., 2008).

Au cours de la MA, certains auteurs ont décrit une baisse de la densité des récepteurs
5-HT, au niveau cérébral, et ce dans des régions impliquées dans la mémoire comme
I’hippocampe et le cortex préfrontal (Wong et al., 1996). De maniere intéressante, Madsen et
ses collégues ont observé quant a eux, qu’au début de la MA, la densité des récepteurs 5-HT,
augmentait. Cette augmentation a été mise en lien avec les dépo6ts amyloides, et sa finalité
serait de pallier la baisse de concentration de la sérotonine et améliorer les fonctions
cognitives. Cependant, cette densité de récepteur diminue aux stades sévéres de la

pathologie (Madsen et al., 2011).

e Activation des récepteurs 5-HT,

L'activation de ce groupe de récepteurs a démontré des effets tres prometteurs dans
le cadre de la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques pour la MA. En effet,
I'administration de composés agonistes de ces récepteurs améliore la mémoire chez les

rongeurs. Lamirault et ses collegues, ont démontré chez des rats agés, que le RS67333 par
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exemple, agoniste partiel des 5-HT4R, améliore les performances des mémoires de
reconnaissances d’objet et de place, mémoires délai dépendante assimilées a la mémoire
épisodique chez I’'Homme (Lamirault and Simon, 2001). Une équipe italienne a voulu savoir
sur quel processus de mémoire agit ce méme agoniste, grace au méme test comportemental,
ils ont pu affirmer que ce méme composé RS67333, agit sur les phases d’acquisitions et de
consolidation de la mémaoire (Orsetti et al., 2003). En plus de la mémoire de type épisodique,
le RS67333 améliore également les performances de mémoire et d’apprentissage spatiaux
(Darcet et al., 2016). Il a également été démontré que le SSP-002392 un autre agoniste des 5-
HT4,R améliore la latence d’échappement chez les souris dans un test d’évitement passif
mettant en jeu la mémoire a long terme ((Lo et al., 2014). De maniére intéressante, ces
composés agissent également sur la mémoire a court terme, présentant ainsi des effets
bénéfiques dans des tests de mémoire de travail. Le composé VRX-0301, également appelé
PRX04130, actuellement en essai clinique de phase Il pour le traitement de la MA, améliore
la mémoire de travail a court terme chez des rats agés (Mohler et al., 2007). De plus, ces
composés sont également capables de contrebalancer les déficits mnésiques induits par la
scopolamine, un antagoniste des récepteurs muscariniques de lacétylcholine. Cette
propriété anti-amnésiante a été révélée dans des tests de mémoire de travail a court terme
et tests de mémoire de référence spatiale (Cachard-Chastel et al., 2008; Lelong et al., 2003;
Shen et al.,, 2011). Au-dela des modeles pharmacologiques, ces composés ont également
démontré des effets bénéfiques sur la mémoire de reconnaissance dans un modele
amyloidogénique de la MA, les souris 5XFAD (Five Familial Alzheimer’s Disease) (Giannoni et

al., 2013).

Au niveau neurochimique, Mohler a rapporté dans ses travaux, utilisant la
microdialyse in vivo, que I'activation des 5-HT4R augmente la concentration en acétylcholine,

principal neurotransmetteur mis en ceuvre dans les phénomenes de mémoire, au niveau de
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I’'hippocampe pendant la phase test de I'animal (test d’alternance spontanée, mémoire de
travail, effectué dans un labyrinthe en croix) (Mohler et al., 2007). Une autre équipe
américaine, en utilisant la méme technique de microdialyse a mis en valeur des effets
similaires de deux agonistes partiels des 5-HT4R, le PRX04130 (testé par Mohler dans son
étude) et le prucalopride, au niveau du cortex préfrontal chez le rat (Johnson et al., 2012).
Ces résultats sont particulierement intéressants puisqu’ils font le lien entre les 5-HT4R et
I'acétylcholine, au niveau de régions cérébrales qui jouent des réles majeurs dans la
mémoire, comme I’hippocampe pour la mémoire a long terme et le cortex préfrontal pour la
mémoire de travail a court terme. De la méme maniére, dans I'étude de Madsen ou il a été
démontré une augmentation de la densité des récepteurs 5-HT, au stade initial de la MA, il a
également stipulé I'hypothése que cette augmentation permettrait de contrebalancer les
déficits en acétylcholine dans des régions ol sont présents les dépots amyloides afin de

compenser les déficits cognitifs.

Outre ses effets sur la mémoire, I'activation des récepteurs 5-HT, agit également sur
le processus amyloidogénique. En effet, au cours des travaux de Mohler, il a été rapporté que
le traitement de lignées cellulaires exprimant les récepteurs 5-HT, de maniere stable, les
cellules CHO (cellules ovariennes de hamster de Chine) et IMR 32 (cellules de neuroblastome
d’origine humaine), ou de maniere induite par transfection de vecteur contenant le transcrit
de récepteurs 5-HT,, les cellules COS-7 (cellules de singe CV-1 rénales a l'origine, portant le
géne SV40, se comportant comme des fibroblastes) par le PRX04130, augmente la sécrétion
du peptide sAPPa neuroprotecteur. Cet effet sur 'augmentation de la sécrétion de sAPPa est
également constitutionnel, puisque la simple expression de ces récepteurs par des cellules
HEK-293 (Cellules de reins embryonnaires humains) ou des neurones corticaux
embryonnaires de souris, augmente la sécrétion de sAPPa. De plus, l'activation de ces

récepteurs par des agonistes comme le prucalopride, augmente d’avantage la libération de
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sAPPa, de maniére supérieure a 'augmentation induite de maniéere constitutionnelle (Cochet
et al., 2013; Shen et al., 2011). Au-dela des effets observés in vitro, certains auteurs ont testé
in vivo les effets de ces agonistes dans des modéles animaux, quant a leur capacité a agir sur
la cascade amyloidogénique. Les résultats ont confirmé l'augmentation de la sécrétion de
sAPPa apres traitement par le RS67333, des souris transgéniques Tg2576, porteuses du géne
APP humain muté exprimant le phénotype amyloide. Cette étude a démontré également
I'augmentation des fragments C-terminaux résultant de l'action de I'a sécrétase « CTFa »,
ainsi que la diminution des plaques séniles au niveau de I’hippocampe (Hashimoto et al.,
2012). Une étude similaire a rapporté une augmentation de sAPPa au niveau de
I’'hippocampe et du cortex préfrontal, aprés traitement par le prucalopride, des souris
transgéniques porteuses d’une autre mutation du géne APP humain (Cachard-Chastel et al.,
2007). De la méme maniere, dans une plus récente étude, des souris transgéniques 5XFAD,
présentant un phénotype amyloide plus sévere, ont été traitées par le RS67333 de maniére
chronique (1 a 3 mois de traitement selon les protocoles), a raison de deux fois par semaine.
Il a été prouvé que ce traitement augmente la concentration en sAPPa au niveau de
I’"hippocampe et du liquide céphalorachidien, et diminue le nombre des plaques séniles ainsi
que la concentration des peptides AB42 et AB40 solubles au niveau cérébral. De plus, ce
traitement diminue également I'inflammation astrogliale et microgliale induite par le peptide
amyloide (Giannoni et al., 2013). Ces résultats observés dans les différentes études sont tous
liés a I'activation des récepteurs 5-HT, puisque l'utilisation d’antagonistes des 5-HT4;R comme

le composé RS39604 ou encore le dérivé GR113808 abolissent ces effets bénéfiques.

o Les récepteurs 5-HT;

Parmi ces nouvelles cibles thérapeutiques intéressantes pour le traitement de la MA,
la modulation des récepteurs 5-HTg (5-HT¢R) semble également étre une voie d’intérét

innovante (Quiedeville et al.,, 2014). Ce groupe de récepteurs couplés positivement a la
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protéine G a été découvert pour la premiere fois dans le cerveau de rat (Monsma et al.,
1993; Ruat et al., 1993). Ce récepteur présente la particularité d’étre quasi exclusivement
localisé au niveau du systeme nerveux central (Woolley et al., 2004), ce qui lui confére dans
le cadre de sa modulation a des fins thérapeutiques I'avantage attendu que cette approche
soit quasiment dénué d’effets secondaires périphériques. Grace a des techniques
d’hybridation in situ et de RT-PCR quantitative chez le rat, il a été démontré que ce récepteur
est fortement exprimé au niveau du striatum, les tubercules olfactifs et le noyau accumbens,
et présente une expression modérée au niveau d’autres régions cérébrales comme
I’hippocampe, le thalamus, 'amygdale ou encore le cortex cérébral (Hirst et al., 2003; Kinsey
et al., 2001; Yoshioka et al., 1998). Plus précisément au niveau neuronal, les 5-HT¢R sont des
récepteurs post-synaptiques, principalement localisés sur des neurones glutamatergiques et
GABAergiques. De maniére intéressante, 'ARNm codant pour ces récepteurs n’est pas
exprimé au niveau des neurones cholinergiques, sérotoninergiques ou encore

dopaminergiques (Helboe et al., 2015).

Par ailleurs, avec le développement et l'utilisation radiographique de radioligands
([1**°]-SB258585) affins et sélectifs pour ce récepteur, il a été démontré chez les patients
atteints de la MA, une baisse de liaison aux 5-HTgR au niveau des cortex frontal et temporal
(comparativement a des sujets sains), sans que cette baisse ne soit corrélée au scores MMSE
des patients (Garcia-Alloza et al., 2004; Marcos et al., 2008a). Par ailleurs, une étude a

montré que I'expression des 5-HTgR n’est pas modifiée chez le rat 4gé (Mitchell et al., 2009).

e Blocage des récepteurs 5-HTg

Les premiers travaux de pharmacochimie visant a mettre au point des ligands affins et
sélectifs des récepteurs 5-HTg ont permis d’accéder dans un premier temps a des

antagonistes. La mise en ceuvre de ces antagonistes a permis de montrer que le blocage des
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5-HT¢R induisait des effets bénéfiques sur la mémoire chez le rongeur, (Benhamu et al.,
2014). Cependant, certains de ces composés n‘ont pu atteindre le stade de développement
clinique a cause d’un tres faible passage de la BHE, par exemple, <1% pour le Ro04-6790, un

des premiers antagonistes développés par le laboratoire Roche.

Le blocage des 5-HTgR, de maniéere similaire a 'activation des 5-HT4R, augmente la
sécrétion d’ACh aux niveaux de structures cérébrales importantes pour la mémoire comme
I’"hippocampe, le cortex préfrontal, ou encore le striatum, chez le rongeur (Marcos et al.,
2006; Zhang et al., 2007). D’ailleurs, il a été suggéré que cette augmentation de sécrétion
d’ACh soit mise en place au niveau cérébral afin de compenser les déficits cholinergiques qui
surviennent avec I'dge lors d’apparition des troubles cognitifs, ainsi que dans des situations
pathologiques comme la MA. De plus, ce blocage léve l'inhibition des inter-neurones
GABAergiques sur les neurones glutamatergiques et augmente ainsi la sécrétion de
glutamate dans les mémes structures cérébrales (Dawson et al., 2000), dans le but de
compenser encore les déficits mnésiques liés a I'age. Par ailleurs, l'activation des 5-HT¢R
réduit la potentialisation a long terme (LTP) au niveau du champ CA1 de I'hippocampe. La LTP
étant le processus mis en ceuvre dans les transmissions synaptiques, a l'origine des
phénomeénes d’apprentissage et mémorisation, et I’hippocampe une région importante pour
la mémoire et particulierement atteinte dans les pathologies neurodégénératives comme la
MA. De maniere intéressante, les antagonistes des 5-HTgR bloquent cet effet, rétablissent
ainsi la LTP et par conséquent les phénomenes sous-jacents, soit la mémoire et

I'apprentissage (West et al., 2009).

D’un point de vue comportemental, des études ont été menées sur le blocage aigu ou
chronique des 5-HTgR chez les rongeurs. Celles menées dans notre laboratoire (Da Silva Costa
et al.,, 2009, 2011), ont démontré que l'administration aigué d’un antagoniste des 5-HT¢R

(SB271046) contrebalancait les déficits de mémoires de reconnaissances spatiale et non
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spatiale, ainsi que la mémoire de travail chez des souris agées. De la méme facon, une étude
a démontré une amélioration des performances de mémoire de travail chez le rat (Callaghan
et al.,, 2012) apres blocage des 5-HTgR. D’autres études ont été réalisées en traitements
chroniques avec ces antagonistes chez des rats dgés, ont montré une amélioration des
performances d’apprentissage spatial et du rappel de la mémoire de référence (Foley et al.,

2004) ainsi que de celles de discrimination sociale (Mitchell et al., 2006).

Au-dela de la mise en évidence des effets bénéfiques des antagonistes des 5-HT¢R sur
des animaux agés, le recours aux modeles pharmacologiques a été entrepris par de
nombreuses équipes de recherche. Ainsi, les antagonistes SB357134 et SB399885 améliorent
I'apprentissage dans une tache de conditionnement opérant aprés administration de
scopolamine, ou de MK-801, un antagoniste non compétitif des récepteurs glutamatergiques
NMDA (Perez-Garcia and Meneses, 2005). De la méme maniére, ce déficit est contrebalancé
par le SB271046 dans une tache de mémoire de travail apres induction de déficit
cholinergique (Da Silva Costa-Aze et al.,, 2012). Des antagonistes développés par le
laboratoire GSK ont également réussi a contrebalancer le déficit induit par la scopolamine
dans un test de reconnaissance d’objet (de Bruin et al., 2011). Dans un test de mémoire de
référence, la piscine de Morris, le composé SB271046 administré de maniére aigué a quant a
lui contrebalancé le déficit mnésique induit par le MK-801 (Marcos et al., 2008b). Ce dernier
a également démontré une abolition totale des déficits induits par un hypofonctionnement

cholinergique, dans un test de mémoire de référence spatiale réalisé en piscine de Morris.

Par ailleurs, les effets des agonistes des 5-HT¢R ont également été évalués. Contre
toute attente, et en paralléle a I'effet bénéfique des antagonistes des 5-HTgR, la modulation
positive de ces récepteurs n’a pas démontré que des effets déléteres sur les performances de
mémoire chez le rongeur. L'EMD-386088 par exemple, altere 'apprentissage dans un test de

conditionnement chez le rat (Meneses et al., 2008), il n’a pas d’effet sur la mémoire a long
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terme basée sur un conditionnement aversif lorsque le déficit de mémoire est induit
spontanément par le temps, mais améliore les performances de cette méme mémoire
lorsque le déficit mnésique est induit par la scopolamine, ou le MK801, un antagoniste des
récepteurs glutamatergiques (Woods et al.,, 2012). Une autre étude menée par (Kendall et
al.,, 2011) a montré que ce méme agoniste EMD-386088 et le composé E-6801, améliorent
les performances de mémoire de reconnaissance, aprés un délai induisant un déficit de
mémoire et contrebalancent les déficits de mémoire lorsque ceux-ci sont induits par la

scopolamine.

Ces effets divergents peuvent reposer sur la différence des structures mises en jeu
lors des différents tests de mémoire, comme la mémoire de reconnaissance qui est
principalement supportée par I'hippocampe. Il se pourrait également que les réseaux
neuronaux requis lors de modulation positive ou négative de ce récepteur soient différents,
ce qui pourrait expliquer que l'activation ou le blocage d’'un méme récepteur aboutissent au
méme résultat. Par ailleurs, la notion d’ « agonisme biaisé » a été introduite et pourrait
également étre a l'origine de cette divergence d’effet encore non élucidée. Cette notion est
également connue comme une sélectivité fonctionnelle, ou un agoniste stabiliserait
préférentiellement une des conformations actives de son récepteur couplé a une protéine G,
induisant ainsi a l'activation d’un signal spécifique dii a ce couplage (Vaidehi and Kenakin,
2010). Ainsi, selon les structures ciblées par I'agoniste biaisé, la signalisation intracellulaire
engendrée, et par conséquent, les effets comportementaux, seront différents. Ce concept
d’antagoniste biaisé prend de plus en plus d’ampleur dans le domaine de la recherche, il a
déja été décrit sur les ligands des récepteurs opioidergiques et adrénergiques (Dogra and
Yadav, 2015; Woo et al., 2015), et pourrait étre a l'origine d’avancées importantes pour le

traitement de différentes pathologies.
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2. Nouvelle Stratégie thérapeutique

Actuellement, les traitements disponibles sur le marché pour la MA ne présentent
gue de modestes effets symptomatiques, et ne font que retarder I'évolution de la maladie.
Les nouvelles thérapeutiques en développement passent avec succés les étapes de
recherche préclinique, mais échouent dans les phases d’essais cliniques, a cause d’effets
secondaires ou de manque d’efficacité thérapeutique (Godyn et al., 2016). Il parait donc
évident que I'action sur une seule cible thérapeutique pour agir sur la physiopathologie de la
MA ne suffit pas pour contrer cette maladie. Dans le but d’améliorer I'état des patients,
certaines études ont évalué l'efficacité d’une combinaison des traitements disponibles, soit la
mémantine avec le donepezil ou les autres IAChE. Les résultats de ces combinaisons
thérapeutiques agissant principalement sur les composantes symptomatiques de la MA ont
démontré au plus une équivalence thérapeutique comparée a celles obtenues apres leurs
administrations seuls, et ces études n’ont pu apporter des preuves évidentes en faveur de
ces associations (Matsuzono et al., 2015; Molino et al., 2013; Tariot et al., 2004). Face a ces
échecs thérapeutiques, une nouvelle stratégie a émergé dans le but de contrer la MA, et
consiste a agir a la fois sur les déficits cliniques, a I'image des traitements déja sur le marché,
tout en ayant des propriétés dites « disease modifyer », c'est-a-dire, qui agissent sur la

physiopathologie de la maladie.

De ce fait, les chercheurs, ont testé des combinaisons thérapeutiques dans le but de
trouver le meilleur paradigme pour le traitement de la MA. Des équipes francaises ont
associé deux composés plus largement utilisés dans le sevrage alcoolique, I'acomprosate, qui
influence la transmission glutamatergique, et le bacloféene, un agoniste des récepteurs du
GABA; inhibiteurs du SNC. Cette association a démontré un effet synergique

neuroprotecteur, a des doses subactives, contre la toxicité induite par AB, sur une culture de
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neurones corticaux de rats et des cellules endothéliales de micro-vaisseaux dérivés de
I'Homme (Chumakov et al., 2015). Cette association a également contrebalancé le stress
oxydant et I'apoptose liés aux mitochondries observés dans la MA. De la méme maniére, les
troubles mnésiques liés a AR dans la MA, chez la souris, ont été rétablis dans des tests de
mémoire de référence spatiale, de reconnaissance d’objet, de mémoire a court terme et
d’évitement passif, mémoire émotive. Une autre équipe francaise a également démontré une
protection synergique de la mémantine combinée a la vitamine D contre la toxicité induite
par le glutamate ou AR sur les axones, dans une culture de neurones corticaux de souris
(Annweiler et al., 2014). De la méme maniére, les IAChE sont utilisés en association avec les
agonistes des 5-HT4;R. En 2007, Mohler avait déja démontré, un effet synergique de
I'association de galanthamine avec le VRX-03011 administrés a doses subactives chez le rats
dans un test de mémoire de travail retardée chez le rat (Mohler et al., 2007). Cachard-Chastel
a réussi a reproduire |'effet synergique chez des souris lors d’un test d’apprentissage spatial,
par co-administration de donepezil avec le prucalopride (un agoniste partiel des 5-HT4R) a
doses subactives (Cachard-Chastel et al., 2008). Cette association a présenté un tel intérét,
gu’elle a été investie sur la mémoire de reconnaissance d’objet, au sein du laboratoire GMPc,
et a démontré un effet synergique lors de la combinaison du donepezil avec le composé
RS67333, également administrés a doses subactives (Freret et al., 2012). Au-dela de ces
effets bénéfiques démontrés sur différents types de mémoires, un équipe de recherche du
premier laboratoire mondial de médicaments Pfizer a démontré que les associations de
donepezil avec le prucalopride ou le VRX-03011 présentent un effet synergique sur
I'augmentation du taux d’ACh au niveau du cortex préfrontal chez le rat (Johnson et al.,
2012). En effet, on peut postuler I’'hypothése que cet effet synergique soit lié aux agonistes
des 5-HT4R qui augmentent la sécrétion de I'ACh au niveau des fentes synaptiques, et la

présence d’IAChE qui empéche leur dégradation.
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Cependant, une équipe américaine n‘a pas réussi a démontrer une efficacité
supérieure de la combinaison du scyllo-inositol, un modulateur d’AB, et du flurbiprofene, un
anti-inflammatoire non stéroidien. En effet, le scyllo-inositol seul a montré des effets
bénéfiques supérieurs sur 'apprentissage spatial, et la réduction des plaques d’AB comparé a
son association avec le flurbiprofene, chez des souris 5XFAD, modele amyloidogénique de la
MA, aprés un mois de traitement (Aytan et al.,, 2013). Cette derniere étude mentionnée
comparée aux précédentes démontre bien l'importance de l'effet synergique dans une

association de médicaments dans le but de traiter la MA.

Par ailleurs, I'un des moyens de réaliser cette association de médicaments est le
recours a des composés récemment développés appelés MTDL « Multi Target Directed
Ligands », soit des composés qui agissent sur différentes cibles pharmacologiques en méme
temps. Les avantages de l'utilisation d’'un méme composé agissant sur plusieurs cibles en
méme temps sont triples : le choix de cibles a synergie d’action, et de ce fait |'utilisation de
faibles doses réduisant ainsi les effets indésirables, I'utilisation d’une seule molécule, et
évitement donc des interactions métaboliques, enfin, I'ergonomie de prise, puisqu’un seul
comprimé suffirait pour des patients qui sont déja souvent sous poly-médication. Dans le
cadre du développement d’une telle stratégie, les chercheurs se retrouvent dans le processus
de développement d’un nouveau médicament afin de le mettre sur le marché a disposition

des patients.

3. Rappel sur le développement d’un médicament

1. La phase exploratoire

Lors du développement d’'un médicament, la premiére étape consiste a sélectionner
une cible thérapeutique, et des milliers de molécules sont alors criblées (Figure 15) dans des

chimiotheques de laboratoires publiques ou privés. Ces molécules sont étudiées par des
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moyens informatiques, afin d’en sélectionner les plus pertinentes pour la pathologie. Des
études de « docking » et structures cristallographiques, par exemple peuvent étre réalisées
afin d’évaluer le meilleur rapport entre molécules et structures protéiques, et renseignent
ainsi par exemple les énergies de liaisons, ou encore les types de liaisons (hydrogéne,
covalente, ou de type Van Der Waals) mises en place entre les molécules et leurs cibles. De
cette maniére, les études de liaisons permettent également de faire le point sur les
groupements fonctionnels qui interagiraient de maniere optimale avec la cible et orientent

ainsi les chimistes dans I'optimisation des structures des potentiels futurs médicaments.

De I'idée au produit: genése d'un médicament
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Figure 15 : lllustration du développement préclinique d’'un médicament (www.leconomiste.com).

2. Laphase pré-clinique

Quelques molécules (environ une centaine) sont sélectionnées afin de réaliser des
tests rapides de screening in vitro qui évaluent des propriétés souhaitées des molécules, et la
demande de brevet peut étre effectuée. Ces tests sont généralement des tests simples et
réalisables en grandes séries sur des automates, afin d’avoir les résultats dans de brefs délais,

et peuvent également étre réalisés et/ou complétés par des tests sur culture cellulaire. Un
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plus faible nombre de molécules sont sélectionnés encore afin d’évaluer leurs interactions
dans un organisme vivant, a ce stades des tests in vivo sont réalisés. Ces tests permettent de
mesurer différents parameétres, comme la pharmacologie, la toxicologie ou encore la
pharmacocinétique, etc. Les tests réalisés in vivo sont effectués sur au moins deux especes

différentes dont une espece non-rongeur.

3. La phase clinique

A I'aboutissement de ces tests, une dizaine de candidats médicaments sont sélectionnés
afin de réaliser les tests cliniques chez I’'Homme dans le but de devenir un médicament. La

recherche clinique est segmentée en quatre phases.

e Laphasel

Elle est réalisée sur un petit nombre de sujets sains et évalue la tolérance et

pharmacocinétique de doses uniques ou répétées.

e Laphasell

Elle est scindée en deux phases: lla qui évalue l'efficacité d’'un produit chez un
nombre restreint de malades, et décide donc de continuer ou pas les recherches cliniques, et
IIb qui permet de déterminer la dose optimale (dose la plus efficace pour le moins d’effets

indésirables), et continue d’évaluer la tolérance au produit (effets secondaires).

e Laphaselll

Elle permet d’évaluer le médicament a échelle presque réelle de son utilisation, et est
réalisée sur des échantillons allant de centaines a quelques milliers de patients. Elle permet
de tester l'efficacité et tolérance du produit dans les vraies conditions de prescription, et
définit le rapport bénéfice/risque, avec établissement des précautions d’emploi. A cette

étape, une demande d’autorisation de mise sur le marché peut-étre demandée aux autorités
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de santé.

e LaphaselV

Elle est réalisée apres la mise sur le marché, qui évalue I'efficacité et tolérance sur des
sous-groupes de patients non évalués durant la phase lll, ainsi que des comparaisons a des
produits de référence. Cette étape est effectuée en paralléle des suivis de sécurité de

pharmacovigilance.

4. Les MTDLs

La synthése de MTDLs représente un enjeu majeur dans le cadre du développement
de nouvelles thérapeutiques pour le traitement de la MA. Les laboratoires de chimie (de
synthése ou médicinale) multiplient leurs efforts afin de mettre a disposition des nouvelles
molécules capables de cibler plusieurs sites thérapeutiques différents a la fois. Au-dela du
challenge multi-cibles, les molécules synthétisées doivent également présenter d’autres
propriétés qui répondent aux exigences de la pathologie, comme la taille de la molécule, qui
doit étre petite afin de permettre son passage a travers la BHE, et éviter les protéines
d’efflux, ce qui garantirait une biodisponibilité cérébrale suffisante pour l'action de la
molécule. De la méme maniéere, ces molécules doivent présenter de bonnes propriétés
galéniques afin de faciliter la mise en forme médicale, comme la solubilité dans I'eau et/ou

d’autres solvants, ou encore la résistance au suc gastrique, etc.

Dans le but de synthétiser de telles molécules, les laboratoires recourent a différentes
méthodes, comme la fusion de deux molécules ayant déja des propriétés thérapeutiques. Par
exemple, (Luo et al., 2013) ont fusionné le donepezil avec I'ebselen et ont réussi a synthétiser

un composé a la fois inhibiteur de I’AChE et antioxydant (Figure 16).

Résultats et discussion 75



N—

U 8] —
Donepexzil —> 0 @i—l{ ~ N —/
0 ~o7 ~F TSse
= L{ eeAChE: I1Cs,= 42 nM
@%5,:‘@ HAChE: ICs= 97 nM
ACHE induced AP aggregation at 100 pM: 21.4%
Ebselen GPx-like activity: vo=123.5 pM/min

Figure 16 : Structures chimiques des composés : donepezil, ebselen et le produit de leur association
(Luo et al., 2013).

De la méme manieére, 'équipe de Rizzo (Rizzo et al., 2012) a quant a elle synthétisé
par condensation de trois molécules, un ensemble de molécules a la fois capables d’inhiber
I'AChE, d’inhiber I'agrégation amyloide et d’activer les récepteurs cannabinoides CB1 et CB2.
Ce dernier groupe de molécule présente des propriétés neuroprotectrices contre le peptide

amyloide, IAChE et également antioxydant.

1. Le donecopride

e Synthése et évaluation in vitro

Un pharmacophore peut-étre également utilisé comme modele, et suite a des
modifications moléculaires basées sur les études de docking et de cristallographie, on peut
ainsi aboutir a des composés multi-cibles (Belluti et al., 2014; Zhu et al., 2009). C’est ainsi
qgue le laboratoire CERMN (Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de
Normandie) a Caen s’est basé sur les agonistes des 5-HT4R qui présentent déja de faibles
propriétés inhibitrices de I'AChE humaine (RS67333: IC50=403nM, et RS67506:

IC50=211nM) pour synthétiser des composés a la fois agonistes partiels des récepteurs 5-HT,
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et inhibiteurs de I'AChE (Lecoutey et al., 2014), dont le chef de fil a été nommé

« donecopride » (Figure 17).
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Figure 17 : Structures des molécules : RS67333, donepezil et donecopride.

En effet, les études menées sur le donecopride ont démontré qu’il est bien a la fois
inhibiteur de I’AChE et agoniste partiel des 5-HT4R. L’activité inhibitrice de I’AChE, au niveau
de son site catalytique, a été démontré, sur I’AChE humaine, étre de méme ordre que celle
du médicament donepezil, chef de file des IAChE disponibles sur le marché pour le

traitement de la MA (Tableau 2).

(h)AChE ICsq (nM) (eq)BUChE IC5o (nM)  Propidium iodide displacement
percent inhibition at 10 M

Donecopride 165 (n=2) 3530+50(n=2) 24+2(n=2)

Donepezil 610.6(n=5) 7 000 (30) 21.5+1.5(n=2)

Tableau 2 : Propriétés du donecopride quant a son activité inhibitrice des ChE comparée au donepezil
(médicament référence) (Lecoutey et al., 2014).

Par ailleurs, le donecopride montre une sélectivité importante vis-a-vis de I'enzyme
BuChE équine, majoritairement localisée au niveau périphérique et responsable d’effets
secondaires. En plus de son action sur le site catalytique de I’AChE, responsable de la
dégradation de I'ACh, le donecopride inhibe également le site périphérique de I'AChE,
évalué dans le (Tableau 2) par sa capacité de déplacement de l'iodide de propidium, ce qui

confére a ce MTDL une propriété d’inhibiteur compétitif mixte de I'AChE. En effet, le site
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périphérique anionique de I’AChE, dont le role dans la physiopathologie de la MA n’est pas
clairement établi, présente des effets neurotoxiques par accélération de la formation de
fibrilles amyloides et potentialisation de sa toxicité, alors que cet effet n’est pas retrouvé
avec la BUChk (Carvajal and Inestrosa, 2011). C’'est pourquoi aussi, au cours des synthéses de
MTDL inhibiteurs de I’AChE, I'inhibition du site périphérique de cette enzyme représente un
enjeu aussi important que l'inhibition de son site catalytique (Liu et al., 2013; Luo et al.,
2013; Mishra et al., 2013). Quant a son effet sur les récepteurs sérotoninergiques, le
donecopride est un agoniste partiel des 5-HT4R, puisqu’il stimule la sécrétion d’AMPc dans le
modele de cellules COS-7 et que I'amplitude de son effet correspond a 48% (Ki : 8,5 nM) de
celui de la sérotonine, agoniste endogéne et dont I'activité est celle d’'un agoniste total ou
entier (Figure 18). A noter que le composé utilisé ici comme référence RS67333, également
agoniste partiel a une efficacité comparée a celle de la sérotonine trés proche de celle du

donécopride (49% (Ki : 13 nM).
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Figure 18 : Les composés RS 67333 et le donécopride sont des agonistes partiels des 5-HT4R (Lecoutey
et al, 2014).

Il est également a souligner un point important dans le développement d’agonistes
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des récepteurs 5-HT, en tant qu’agents thérapeutiques, qui concerne |'avantage théorique a
cibler des agonistes partiels plutot que des agonistes entiers. En effet, il a été démontré que
I'activation prolongée d’un récepteur par un agoniste total induit a terme une
désensibilisation de ce récepteur et de ce fait, une perte des effets liés a 'activation de ce
dernier. Le donecopride promeut également, a I'instar des agonistes des 5-HT4R déja décrits,
la sécrétion du neuropeptide protecteur sAPPa, chez les cellules COS-7 qui expriment les 5-
HT4R de fagon transitoire (ECso: 11nM, vs ECso: 27 nM pour le RS67333). En terme de
propriétés physicochimiques pour la mise en forme de médicaments, le sel de fumarate de
donecopride présente une bonne solubilité thermodynamique dans I'eau (0,9 uM), mais

aussi a pH physiologique 7,4 (18,2 uM) et a pH intestinal (0,7 uM).

Le cerveau est I'organe cible de la MA, et les composés développés dans le but de
traiter des maladies qui affectent cet organe doivent répondre a une caractéristique trés
importante qui consiste a traverser la BHE. Cette barriére est constituée principalement de
cellules endothéliales liées entre elles par des jonctions serrées. Elle sert a séparer les
compartiments sanguin et cérébral, et contrbler étroitement les échanges entre eux. Ainsi,
seules les molécules de petites tailles, ou substrats de protéines d’influx, présentes au
niveau des cellules endothéliales, passent a travers la BHE. Pour évaluer la capacité d’un
futur médicament a traverser la BHE, les premiers tests évaluent sa capacité a passer a
travers une membrane artificielle, par un mécanisme passif, constituée d’'une bicouche de
phsopholipides solubilisés dans un solvant organique, imitant ainsi le passage passif a travers
les phospholipides des cellules endothéliales qui forment la BHE. Le fumarate de
donecopride présente une bonne perméabilité de membrane artificielle (Log P. : -4.43, une
bonne perméabilité de cette membrane est représentée par des valeurs comprises entre -4
et -5). De maniere intéressante, ce résultat a été reproduit sur des cellules endothéliales de

capillaires de cerveau de bovins, et sur des cellules gliales de rats. De plus, le donecopride ne
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semble pas étre substrat de la protéine P-gp, responsable d’efflux de plusieurs molécules et
médicaments. Enfin, les tests de toxicité n’ont pas montré d’effets mutagene et cytotoxique,
et le donecopride ne présente pas une forte affinité au canal potassique cardiaque codé par

le geéne hERG (human ether-a-go-go related gene), responsable d’arythmies.

e Evaluation in vivo

a. Screening pharmacologique

Par ailleurs, les effets du donecopride ont été évalués in vivo chez la souris au sein du
laboratoire GMPc. Comme pour tous médicaments en voie de développement, le premier
stade de |'étude pharmacologique in vivo consiste a étudier les effets d’'une nouvelle
substance et ses interactions dans un organisme vivant. La premiére étape consiste en un
screening pharmacologique, effectué sur des petits groupes de quatre animaux, et trois
doses (1, 10 et 100 mg/kg) sont testées en comparaison a des médicaments qui servent de
références pharmacologiques. Ce test a été développé en 1971 (Morpurgo, 1971), et repose
sur des observations rapides des souris sur une plaque en polyester blanche, 30 minutes, 3
et 24 heures aprés traitement. Les animaux utilisés dans ce test étaient des souris NMRI, non
consanguine couramment utilisées pour des tests comportementaux. Les références
pharmacologiques utilisées sont: le sérum physiologique pour le groupe contréle,
I'amphétamine comme substance psychostimulante, la chlorpromazine comme substance
induisant la dépression du SNC. Comparé a nos groupes références, le donecopride ne
modifie pas I'activité des souris aux doses de 1 et 10 mg/kg, puisque ces groupes d’animaux
présentaient un profil similaire aux contrdles aux trois moments d’observations, néanmoins,
les souris traitées avec le donecopride a la dose de 100 mg/kg présentaient une hypoactivité,
passivité, relaxation, ptosis et tremblement 30 minutes aprés traitement, et une souris est

morte 10 minutes aprés traitement suite a des convulsions. On a de ce fait estimé la dose
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létale 50 approximative « DLsg » (dose qui induit la mort chez 50 % des animaux), a 75 mg/kg

pour le donecopride.

b. Activité locomotrice

Ainsi, nous avons décidé de tester le donecopride aux doses qui n’affectent pas
I'activité des souris. Etant donné que les tests mnésiques sont basés sur I'activité
locomotrice des animaux, il était important de vérifier que le donecopride n’affectait pas
cette activité au moment du test. C’'est pourquoi nous avons décidé de tester ce nouveau
composé a trois doses encore (0,1, 1 et 10 mg/kg) dans un test d’actimeétrie. Ce test est
effectué dans un actimetre, ou les souris sont mises dans des cages transparentes, et leurs
mouvements horizontaux et verticaux sont comptés de maniére indirecte en mesurant le
nombre d’interruptions de rayons infrarouge. Pour ce test, des effectifs de 10 animaux par
groupe ont été réalisés. Les traitements étaient administrés 30 minutes avant la mise des
souris dans I'actimétre, comme ce sera le cas pour les tests comportementaux mnésiques.
De la méme maniére que pour le screening pharmacologique, les groupes références ont
également été utilisés afin de caractériser l'activité du donecopride (amphétamine,
chlorpromazine). Ce test a démontré que le donecopride ne modifie pas I'activité des souris
aux trois doses de 0,1, 1 et 10 mg/kg. La référence mnésique utilisée, I'association des deux
composés donepezil et RS67333 aux doses subactives 0,3 et 0,1 mg/kg, respectivement, qui
a précédemment démontré un effet synergique dans un test de reconnaissance d’objet, a
présenté également un profil d’activité similaire au groupe contréle traité par NaCl 0,9%, et
les groupes de souris traitées par le donecopride 0,1, 1 et 10 mg/kg (Figure 19). Ainsi,
I'analyse de l'activité des souris a conforté les résultats du screening pharmacologique

obtenus aux doses inférieures a 10 mg/kg.
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Figure 19: Actimetrie: Somme des interruptions des faisceaux dans l'actimetre en activité
horizontale pendant 30 minutes.

Les résultats sont présentés en valeurs moyennes + écarts types. AMP : amphétamine 5 mg/kg, CPZ :
chlorpromazine 10 mg/kg, D + RS : Donepezil 0,3 mg/kg + RS67333 0,1 mg/kg. n=9 a 10 / groupe, AN
OVA puis SNK, * : p<0,0001 vs NaCl (NaCl 0,9%).

c. Evaluation du profil anxiogénique

Nous avons également souhaité savoir si le donecopride pouvait induire un effet
anxiogene chez les souris, qui pourrait également biaiser 'analyse des résultats des tests
comportementaux mnésiques. C’est pourquoi nous avons mis en ceuvre le test de la boite
noire et blanche, basé sur la tendance des rongeurs a explorer les environnements
nouveaux, et leur aversion pour la lumiére, étant donné que ce sont des animaux nocturnes
(Costall et al., 1989). Ce test est effectué dans un appareil constitué d'un grand
compartiment blanc (28*27*27 cm), éclairé par une lumiére blanche, dont l'intensité est
d’environ 1700 Lux, et un plus petit compartiment noir (17*27*27 cm) éclairé par une
lumiére rouge dont l'intensité lumineuse est de 340 Lux. Les animaux présentant un
comportement de type « anxieux » passent moins de temps dans le compartiment blanc.
Cette fois, le traitement de référence anxiolytique utilisé était le diazépam, une

benzodiazépine, a la dose de 1 mg/kg, et 'amphétamine servait de référence induisant un
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comportement de type anxieux.

Ce test n’a pas montré de diminution du temps passé dans le compartiment blanc

chez les animaux traités par le donecopride aux trois doses utilisées.

d. Test de mémoire de reconnaissance

Apres avoir vérifié que le donecopride n’affectait pas l'activité locomotrice des
animaux, et n’induisait pas de comportement de type anxieux, nous avons voulu étudier les
effets du donecopride sur différents types de mémoire atteintes dans la MA. Le déficit de
mémoire qui est le principal symptome de la MA peut-étre induit chez les animaux par

différents moyens :

e Un déficit de mémoire induit par le temps: les animaux effectuent des tests en
plusieurs sessions espacées d’un temps au bout du quel survient I’ oubli (Da Silva
Costa et al., 2009)

e Un déficit de mémoire induit par un agent pharmacologique : les substances anti-
cholinergiques comme la scopolamine sont généralement utilisées dans ce cas chez
I'lanimal (Klinkenberg and Blokland, 2010), et aussi chez I’humain (Sambeth et al.,
2015).

o Un déficit de mémoire induit génétiquement : les animaux transgéniques modeles de
la MA sont de plus en plus utilisés afin de comprendre la physiopathologie de la
maladie et développer de nouveaux traitements, comme le modéle amyloidogénique

5XFAD (Giannoni et al., 2013; Oakley et al., 2006).

Dans un premier temps, l'effet du donecopride a été évalué dans un test de mémoire
de reconnaissance d’objet a long terme. En effet, le test était réalisé en deux sessions. Au
cours de la premiere, une souris est placée dans un champ ouvert sans plafond avec deux

objets identiques a explorer, c’est la phase d’acquisition. Soixante douze heures plus tard, la
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méme souris est replacée dans le méme champ avec deux objets, dont I'un est identique a
ceux précédemment explorés, dit familier, et un nouvel objet, c’est la phase de rappel ou de
rétention. Ainsi, les souris présentant un déficit de mémoire explorent de la méme maniere
les deux objets familier et nouveau, alors que les souris qui présentent de bonnes
performances de mémoire, passent plus de temps a explorer 'objet nouveau a la phase de

rétention.

[] Objet familier
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* * ok [l Objet nouveau
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o
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Figure 20 : Test de reconnaissance d’objet : temps d’exploration des objets nouveaux et familiers, en
fonction des différentes doses de donecopride.

Les résultats sont présentés en valeurs moyennes + écarts types a la moyenne. n=9 al2 / groupe.
(ANOVA puis SNK, *p<0.05, **p<0.01).

La Figure 20 montre les résultats du test de reconnaissance d’objet. Le groupe
contréble a recu du NaCl 0,9%, qui est le solvant dans lequel est dissout le donecopride quand
il est administré aux autres groupes de traitements, et nous voyons que les souris de ce
groupent explorent autant I'objet familier que I'objet nouveau, ce qui signifie qu’elles n’ont
pas de bonnes performances de mémoire. Les souris traitées par le donecopride aux doses
de 0,1 et 3 mg/kg ont démontré les mémes performances que les souris contrdles.

Cependant, les groupes de souris traitées au donecopride aux doses de 0,3 et 1 mg/kg ont
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d’avantage exploré I'objet nouveau comparé a |'objet familier, le donecopride a donc
amélioré les performances mnésiques des souris, ce qui leur a permis de garder une trace
mnésique de la phase d’acquisition (Lecoutey et al., 2014). Administré 30 minutes avant le
test de mémoire donecopride améliore I'acquisition, et il serait intéressant d’évaluer les
effets du donecopride sur les autres phases de constitution de la mémoire a long terme, soit

la consolidation et la rétention.

e. Testde mémoire de travail

Par ailleurs, nous avons étudié I'impact du donecopride sur les performances de
mémoire de travail qui est également atteinte au cours de la MA. Pour ce, nous avons réalisé
le test d’alternance spontanée effectué dans un labyrinthe en Y, ol nous avons induit un
déficit mnésique par administration de scopolamine. Dans ce test, en plus du donecopride,
nous avons également testé I'association des deux composés donepezil et RS67333 a dose
subactive. Ainsi, le test a été réalisé dans un labyrinthe en Y, formé de trois bras identiques
qgue l'animal explore librement. Les performances de mémoire sont évaluées par le
pourcentage d’alternance des animaux au sein du labyrinthe, et une alternance est
considérée comme la visite consécutive des trois bras de I'appareil. La séquence des visite
des bras du labyrinthe est notée par I'expérimentateur lors de I'expérience, puis le nombre
d’alternances est calculé, et le nombre d’alternance maximum est le nombre d’entrée moins

2. Le pourcentage d’alternances est calculé grace a la formule suivante :

nombre d alternances

% Alternances = ( ) x 100

nombre d'alternances maximum
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Figure 21: Alternance spontanée: Pourcentage d’alternance dans le labyrinthe en fonction des
différents traitements.

Les résultats sont présentés en valeurs moyennes + écarts types. n=10-12, D+RS: Donepezil 0.3 mg/kg
+ RS67333 0.1 mg/kg, t-Student : *p<0.05 vs 50%.

Dans ce test, nous avons comparé les moyennes des pourcentages d’alternances des
animaux a la valeur 50% qui représente le « niveau d’exploration au hasard du dispositif ».
Ainsi, un groupe de souris qui alternent a un niveau non différent de 50% ne présente pas de
bonnes performances de mémoire de travail, alors que les souris qui ont un pourcentage
d’alternances significativement supérieur a 50%, montrent de bonnes performances de
mémoire de travail. Les souris controles, jeunes adultes utilisées, traitées uniqguement par du
NaCl 0.9% alternent a un niveau proche de 70% et présentent le niveau de performances
mnésiques normales, a l'inverse des souris traitées par la scopolamine a la dose de 0,5
mg/kg ne présentent pas de bonnes performances de mémoire puisque leur niveau
d’alternances n’est pas différent de 50% (Figure 21). Cette figure montre que la scopolamine
administrée a la dose de 0,5 mg/kg induit bien un déficit mnésique chez ces souris. Afin
d’évaluer I'efficacité du donecopride et de I'association RS67333 avec le donepezil aux doses

subactives, différents groupes de souris ont recu de maniére simultanée la scopolamine qui
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induit un déficit mnésique et le composé pharmacologique d’intérét, et selon le pourcentage
d’alternances de ces souris, nous observons si ces composés contrebalancent ou pas le
déficit induit. L’association d’IAChE avec I'agoniste des 5-HT4R a réussi a corriger le déficit
induit par la scopolamine, ce qui est en accord avec les résultats précédemment obtenus
dans notre laboratoire dans un test de mémoire de reconnaissance d’objet (Freret et al.,
2012), ainsi que dans d’autres laboratoires et chez d’autres espéces comme le rat (Mohler et
al., 2007). De maniére intéressante, le donecopride a également réussi a contrebalancer le
déficit induit par la scopolamine aux doses de 0,3 et 3 mg/kg (Rochais et al., 2015). Ce
résultat est une percée importante et un grand espoir dans le cadre du traitement de la MA.
En effet, nous avons réussi démontrer des effets promnésiant (amélioration d’un déficit de
mémoire induit par le temps) et anti-amnésiants (contrebalancement d’un déficit de
mémoire pharmacologique), d’une molécule capable a la fois d’inhiber I’AChE et d’activer les
5-HT4R. Cette derniére action promouvant la sécrétion du peptide sAPPa neuroprotecteur

(Tableau 3).

Test Dose/constante Référence Propriétés du
pharmacologique Donecopride (DC)

IAChE (humaine) IC50 : 16nM

Donepezil : 6nM

Le DC inhibe I'AChE a une
valeur de méme ordre que
le donepezil

BuCHE (équine) IC50 : 3500

Donepezil : 7000

Le DC inhibe la BuChE a
une valeur inférieure a
celle du donepezil, mais
reste tres élevée comparé
a l'ordre d’inhibition de
I’AChE

Agoniste 5-HT4R Ki: 8,5 nM

Affinité  (Ki) et | (48% vs 5-HT)
Efficacité (%
augmentation

AMPc versus 5-HT)

RS67333 : 13 nM (49% vs
5-HT)

Le DC est agoniste des 5-
HT4R au méme ordre que
le RS67333
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Sécrétion sAPPa EC50:11nM RS67333 :27nM Le DC induit la sécrétion
de sAPPa de maniere
similaire au RS67333

Screening 1-10et 100 NaCl 0,9%, Le DC ne semble pas

pharmacologique | mg/kg Amphétamine 2 mg/kg foecter 'Ie comportement

Chlorpromazine 10 mg/kg €s souris

Boite noire et|0,1-1etl0 NaCl 0,9%, Amphétamine | Le DC n’induit pas de

blanche mg/kg 2 mg/kg et diazépam 1 comportement

mg/kg anxiogénique

Actimeétrie 0,1-1et10 NaCl 0,9%, Amphétamine | Le DC ne perturbe pas

mg/kg 5 mg/kg, Chlorpromazine | I'activité locomotrice des
10 mg/kg, RS 67333 0,1 animaux
mg/kg + donepezil 0,3
mg/kg

Mémoire de | 0,1-0,3et3 NaCl 0,9% Le DC améliore les

reconnaissance mg/kg performances de mémoire
de reconnaissance aux
doses de 0,3 et 1 mg/kg

Mémoire de travail | 0,1-0,3-1-3- | Scopolamine 0,5 mg/kg, Le DC améliore les

et 10 mg/kg NaCl 0,9%, RS 67333 0,1 performances de mémoire
mg/kg + donepezil 0,3 de travail aux doses de 0.3
mg/kg et 3 mg/kg

Tableau 3 : Récapitulatif des propriétés in vitro et in vivo du donecopride.

Dans le but d’approfondir I'intérét potentiel de ce MTDL en vue de développer un

futur médicament pour la MA, il serait trés pertinent de réaliser des études

complémentaires sur des modeles animaux transgéniques. Du fait de I'action du
donecopride sur la cascade amyloidogénique, des modeéles animaux porteurs de ce
phénotype comme la souris 5XFAD, seraient adaptés afin de mettre en avant son effet
neuroprotecteur. De plus, il est largement admis que les plagues amyloides sont présentes

au niveau cérébral avant I'apparition des symptomes de la MA, de ce fait, les chercheurs

pensent que le traitement de la pathologie avant la survenue des manifestations cliniques,
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obstacle majeur a sa prise en charge de nos jours, constituerait une meilleure stratégie
(Giannoni et al., 2013). De plus, un effort est fait par la communauté scientifique, et favorise
davantage les études de traitements chroniques sur des modeles de la MA, a l'inverse des
anciennes études majoritairement effectuées aprés traitement aigu des animaux, afin de
travailler dans des conditions plus proches de la réalité clinique (Bhattacharya et al., 2014;

Cho et al., 2014; Patel et al., 2014).

2. Lecomposé 7m

e Syntheése et évaluation in vitro

De la méme maniére que pour la synthése du donecopride, le laboratoire CERMN
s’est basé sur la structure des agonistes partiels des 5-HT4R, des composés a la fois agonistes

de ces derniers et antagonistes des 5-HTgR ont également été synthétisés (Figure 22).

OMe 0 OMe 0
Weage T Ol
N
// \\
4-6, Ta-Tn
partial 5-HT,R agonist potential 5-HT,R agonists / 5-HT_R antagonists

Figure 22 : lllustration de synthése de MTDL agonistes des 5-HT,R et antagonistes des 5-HTgR.

Au cours de ce travail, la molécule de départ est un analogue des 5-HT;R comprenant
le groupement méthoxyphényl, qui apres de nombreuses modulations a abouti a la synthése
de 16 composés qui ont été testés pour leur double action : activation des 5-HT4R et blocage
des 5-HT¢R (Yahiaoui et al., 2016). Parmi I'ensemble de ces composés, 4 d’entre eux ont
démontré des affinités submicromolaires vis-a-vis des deux cibles pharmacologiques, et le
composé nommé 7m a été sélectionné pour de plus amples études étant donné qu'’il

présentait en plus de meilleures propriétés de mise en forme médicamenteuse. En effet, 7m
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ne contient qu’un seul atome de brome comparé au composé 7n qui contient deux atomes
de brome, par exemple. Il serait donc plus soluble en milieu hydrophile et de plus petit poids
moléculaire, ce qui pourrait faciliter son passage a travers la BHE. Le dérivé 7m a présenté
une constante d’affinité vis-a-vis des 5-HT4R de 5,3 nM (vs Ki RS67333 : 13 nM) et de 219 nM
pour les 5-HTgR (vs Ki SB271046 : 1 nM (Routledge et al., 2000)). |l présentait ainsi une bonne
sélectivité vis-a-vis de ces récepteurs comparée a celle d’autres récepteurs
sérotoninergiques, comme les 5-HT;4R, 5-HT 1R, 5-HT,AR qui sont également mis en jeu dans

les [phénomenes|cognitifs.

e Evaluation in vivo

a. Screening pharmacologique

De la méme maniere que pour le donecopride, des études in vivo ont été réalisées au
laboratoire GMPc. Le screening pharmacologique effectué sur de tres petits groupes

d’animaux n’a pas montré de toxicité liée au composé 7m, méme a la plus forte dose de 100

mg/kg.

b. Activité locomotrice

Par ailleurs, le test d’actiméetrie a révélé une baisse d’activité locomotrice a forte dose
du composé 7m comparé au groupe controle (NaCl 0,9%), alors que les groupes traités par
7m aux doses de 1 et 10 mg montraient une activité horizontale semblable a celle des

témoins (Figure 23).
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Figure 23: Actimetrie: Somme des interruptions des faisceaux dans l'actimetre en activité
horizontale pendant 30 minutes.

Les résultats sont présentés en valeurs moyennes * écarts types. Doses administrées du composé 7m
en mg/kg. n=6-10, ANOVA puis SNK, * : p<0,05 vs NaCl (NaCl 0,9%).

c. Test de mémoire de travail

Concernant les tests de mémoires, a ce jour, seulement un test de mémoire de travail
spatiale a été réalisé, de la méme maniére que pour le donecopride, dans un labyrinthe en Y,
sur des souris jeunes adultes NMRI chez lesquelles un déficit mnésique a été induit par la
scopolamine. Pour ce test, 3 doses ont été administrées aux animaux : 0,1, 1 et 10 mg/kg,

(Figure 24).
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Figure 24 : Alternance spontanée : Pourcentage d’alternances dans le labyrinthe en fonction des
différents traitements.

Les résultats sont présentés en valeurs moyennes * écarts types. Doses administrées du composé 7m
en mg/kg. n=9-10, t-Student : *p<0.05 vs 50%.

Le composé 7m a démontré dans ce test des propriétés antiamnésiantes a la dose de
1 mg/kg. En effet, la scopolamine administrée a la dose de 0,5 mg/kg a bien induit un déficit
des performances d’alternances comparé aux souris « contréle ». 7m aux doses de 0,1 et 10
mg/kg n’a pas contrebalancé le déficit cholinergique, alors que cet effet est contrebalancé a

la dose de 1 mg/kg (Yahiaoui et al., 2016).

La caractérisation pharmacologique in vitro et in vivo de ce premier MTDL (agoniste
5-HT4R/antagoniste 5-HTgR) a permis de mettre au point un premier « hit » concernant ce
type de composé. D’autres études de pharmacomodulation seront nécessaires afin
notamment d’augmenter I'affinité vis-a-vis des récepteurs 5-HTg et de mettre au point des
dérivés dotés d’une affinité de I'ordre du nanomolaire pour les deux cibles d’intérét qui
pourront permettre d’isoler un composé «lead » qui fera l'objet d’une étude de

pharmacologie préclinique approfondie.
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Conclusion

La MA représente un enjeu majeur pour la société, en effet, le nombre de patients
atteints de cette pathologie ne cesse d’augmenter pour atteindre environs 70 millions en
2030 (Castellani et al., 2010), et sa prise en charge est un fardeau de plus en plus lourd, en
particulier, les patients dépendants. C'est pourquoi, le développement de nouveaux
traitements est de nos jours un défi important pour les chercheurs travaillant dans le
domaine des maladies neurodégénératives. En effet, de nombreuses cibles thérapeutiques
sont actuellement a I'étude, et notamment les récepteurs sérotoninergiques de types 4 et 6.
D’ailleurs, de nombreux modulateurs de ces récepteurs sont actuellement en essai clinique.
Cependant, il apparait que la modulation d’une seule cible ne suffit pas a contrebalancer la
maladie, puisque l'idalopirdine, un antagoniste sélectif des 5-HTgR en phase Il d’essais
cliniques a vu récemment son développement stoppé pour manque d’efficacité
thérapeutique. Il semble ainsi que le traitement de la MA nécessiterait le recours a des
traitements « disease modifyer », qui agissent a la fois sur les symptomes de la maladie et
sur sa cascade physiopathologique, afin d’avoir un effet curatif. C'est dans ce cadre que le
laboratoire CERMN a synthétisé des composés capables a la fois d’activer les 5-HT4R et
d’inhiber I’AChE, la modulation de ces deux cibles ayant déja montré des effets synergiques
chez l'animal. Parmi ces composés, le donecopride présente des propriétés tres
prometteuses antiamnésiante et promnésiantes, il promeut également la sécrétion de
sAPPa au niveau cérébral, peptide neuroprotecteur. Dans le cadre de la collaboration entre
les deux laboratoires GMPc et CERMN, nous envisageons de tester le donecopride chez un
modele animal de la MA, les souris 5XFAD, qui sur-expriment au niveau cérébral les plaques
séniles de la pathologie des I'age précoce, soit environs 4 mois. Afin de mieux traiter la

pathologie, nous envisageons de traiter ces animaux avant l'apparition des plaques au
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niveau cérébral, de maniere chronique pendant une période allant jusqu’a 4 ou 6 mois de
traitement, a raison de 2 administrations par semaine, afin d’éviter des phénomeénes de
désensibilisation des cibles pharmacologiques. Une telle approche thérapeutique espacée
permettrait également de mieux apprivoiser la prise en charge clinique des patients, puisque
le ciblage de patients a fort potentiel de développer la MA leur nécessiterait une prise en
charge précoce, néanmoins moins lourde du fait des prises médicamenteuses séparées.
L'aboutissement de notre projet renforcerait les données sur le donecopride et
encouragerait les investisseurs pharmaceutiques afin de réaliser des études cliniques sur ces
nouvelles molécules. Pour le moment, le donecopride envoie un fort espoir a la société

guant a la prise en charge des patients atteints de la MA.
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Annexes

MMSE : échelle d’évaluation rapide des fonctions cognitives, surtout mnésiques. Elle est
couramment utilisée en clinique. Trente questions sont posées au patient, qui est noté au fur

et a mesure. La note va de 0 a 30, et définit les stades de la MA.
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MINI MENTAL STATE EXAMINATION (M.M.S.E)
Date : Etiquette du patient

Evalue{e) par: ...

Niveau socio-culturel

Je vais vous poser qualques questions pour appréder comment fonctionne votre meémioire. Les unes sont trés
simples, les autres un peu moins. Yous devez répondre du miewx que vous pouvez.
Quelle et la date compléte d'aujourdhui ?
= 51 la réponse est incorrecte ow incompléte, poser les questions restées sams réponse, dans Mordre swivant
"Ooul! 'Doyl!
1, en quelle annés sommes-nouws ? 1 ] 4, Quel jour du maois 7 1
2. en quelle saison ? I 5. Quel jour de k2 semaine ? 1
3. en quel mois ? !
= Ja vais vous poser maintenant guelgues quastions sur endrodt o nows nous rouvons.
&. Quel est le nom de 'Hapital ol nous sommes ?
7. Dans quelle vile se trouve-t-l ?
8. Quel ezt le nom du départament dans lequel et si'uee CEtlJE ville 7
5. Dans quelle province ou région est situé ce
10. A quel éage sommes-nous id 7

= Jo vais vous dire 3 mots ; je voudrais gue vous me les répétiez ef gue vous essayier de les rebenir car je
vous les demanderai tout & Fheure.

11. Cigare [citron [Fauteyil 1
12, fleur ou [de ou [tulipe ! I
13, porte [ballon [cznard ] I
Répéter les 3 mots.
= Vpulez-vous compter & partir de 100 en retirant 7 & chague fols ? 14, 93 ! !
15, 86 ! !
16, 73 1 !
17. 72 1 !
18, 65 ! !
= Pour tous les sufets, méme pour ceux qui ont abtenu ke maximum de points, demander : = voulez-vous
épeler le mot MONDE 2 l'envers » t EDNO M,
EAPPEL
= Pouver-vous me dire guels dtalent les 3 mots gue fie vous ai demanagé de répéter et de refenir tout &
Fheure #
19, Cigare [ditron [fauteuil ! !
20, fleur ou [de ou [tulipe ! '
21, porte [ballon [canard ] I

22, quel est le nom de cet objet? Montrer un crayon.
23, Quel est |2 mom de cet objet Mantrer une montre
24, Ecoutez bien et répeter aprés moi : « PAS DE MAIS, DE SI, NI DE ET »

= Poser une feullle de papler sur le bureau, la montrer au sujet en lui disant : « écoutez bien et faites q
je vais vous dire » (consignes & formuler en une seule fois) :

25, prenaz cette feuille de papier avec |a main droite, ! !
26, Pliez-la en dewx. I

27. et jetez-la par terme =, 1
= Tendre au sujet une feulle de papier sur laguelle est &crit en gros caractéres @ « FERMEZ LES YELIX = of
dire au sujet :
28, =faites ce qui est éoit ».
= Tendre au sujet une feulle de papier et un stylo en disant :
29, voulez-vous m'écrire une phrase, e que vous
mais une phrase entiére, »

Fﬂ ol

= Tendre au sufet une feulle de papier et lul demander :
20, = Voulez-vous recopier ce dessin =,

SCORE TOTAL (0 & 30) I i
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