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Avant-propos

Le Diplome d’Etudes Spécialisées Innovation Pharmaceutique et Recherche fait partie de 1’Internat en
Pharmacie. Ce DES, créé pour les étudiants en Pharmacie particulierement attirés par la recherche
permet a ces derniers de pouvoir les y former, tout en acquérant également des compétences dans le
secteur Hospitalier. La rédaction d’un manuscrit dit « mémoire de DES » et sa soutenance tiennent
lieu de Thése d’Exercice menant au diplome d’Etat de docteur en Pharmacie. J’ai choisi de réaliser un
manuscrit bibliographique pour accompagner le manuscrit de la thése d’Université qui s’est déroulée

pendant mon internat.

Le sujet trouve sa source dans la médecine traditionnelle. Parmi d’autres procédés, elle utilise les
épices pour faire face a différents maux. Ce travail propose I’é¢tude du curcuma et de la curcumine,
identifiée comme la molécule active parmi ces nombreux composants. Ce manuscrit s’organise en 4
chapitres. Apres la description de la plante Curcuma longa L. et du curcuma, le deuxiéme volet est
consacré a la curcumine et ses propriétés physico-chimiques. Une troisieme partie décrit les intéréts
thérapeutiques de ce polyphénol dans les pathologies cancéreuses et neurodégénératives. La
conclusion générale sera précédée d’un chapitre dédié aux raisons pour lesquelles la curcumine n’est

pas utilisée en médecine humaine et aux solutions qui ont été proposées pour les contourner.

Ce travail constitue une entrée en matiére de la Thése d’Université intitulée « Conception, Synthese

et Evaluation Biologique de Nouveaux Analogues de la Curcumine, Potentiels Agents Pléiotropes

d’Intérét Thérapeutique dans la Maladie d’Alzheimer » qui sera soutenue le 16 décembre 2015.






Chapitre |. Le Curcuma







Les épices tropicales sont connues comme étant utilisées depuis des temps ancestraux en cuisine et en
médecine traditionnelle. VVan der Veen et al. ont analysé des vestiges botaniques récupérés lors de
fouilles archéologiques dans le port de Quseir al-Qadim (Egypte), trés actif dans le commerce d’épices
entre la Rome Antique et le Moyen Orient Islamique.! Ces fouilles archéologiques menées
concomitamment avec des études de textes anciens nous permettent de suggérer que dans 1’antiquité,
les épices étaient utilisées dans des rituels (rites funéraires, offrandes), en parfumerie et en médecine
traditionnelle. Parmi ces épices on retrouve le curcuma et I’on s’étonne de découvrir que la seule épice
vraiment employée régulierement dans le domaine culinaire est le poivre noir (Piper nigrum L.). Ce
n’est qu’apres, au début de 1’époque Médiévale que I’intérét culinaire s’est porté sur ’ensemble des

épices.

Golden spice ou spice of life, le curcuma est utilisé en Inde depuis des millénaires en tant que plante
médicinale et sacrée ainsi qu’en témoigne son appellation herb of the Sun en date des peuples
Veédiques. On retrouve des ouvrages traitant de I’utilisation médicinale du curcuma dans des

communautés socioreligieuses diverses jusqu’a il y a 6000 ans environ.

Le nom anglais de cette épice turmeric provient du Latin Médiéval terramerrita devenu en Francais
Terre méritée.? Il en est de méme pour le nom Latin curcuma dérivé du mot arabe Kourkoum qui était
le nom original donné au safran. Il existe, en sanskrit, plus de 40 synonymes du curcuma.® Linné a

choisi en 1737 le nom curcuma pour définir ce genre de plantes monocotylédones retrouvées en Inde.

Les pays producteurs de curcuma sont nombreux et géographiquement répartis dans le Sud-Ouest de
1’Asie, on peut citer la Chine, la Thailande et le Cambodge mais le plus grand producteur est 1’Inde

avec quasiment 1 400 000 tonnes produites en 2012.4

1.1. Histoire du curcuma

L’Atharvaveda est le premier texte Hindou en rapport avec la médecine, faisant état de causes
« vitales » de la maladie et non erratiques. Il relate qu’il y a 6 000 ans le curcuma était utilisé pour
« chasser » la jaunisse.? Plus récemment, Marco Polo en 1280 retrace le transport du curcuma entre la
Chine et I’Inde dans son journal de bord. Pendant ce siécle-1a, les commercants Arabes ont desservi le
marché Européen depuis I’Inde. Un peu plus tard, lors du début de la colonisation de 1’Inde par les
Anglais (XV* siécle), le curcuma fut mélangé, entre autres, avec du cumin et de la coriandre pour

former ce que I’on appelle le curry.

Le pays d’origine du Curcuma n’est pas clairement identifié aujourd’hui. On peut penser qu’il est
originaire d’Inde ainsi que les autres espéces du genre curcuma mais les différents rapports traitant de
Curcuma longa L. depuis 1810 ne font état que de sa culture agricole a des fins industrielles. 1l existe

une théorie établissant que le curcuma est originaire de Cochinchine (aujourd’hui représenté



géographiquement par le sud du Vietnam) et qu’il aurait été exporté dans le Nord Est de I’Inde par des

tribus Bouddhistes durant la période post-Buddha.

1.2. Taxonomie et description botanique

Curcuma longa L. appartient au régne végétal, angiosperme, monocotylédone, division
Magnoliophyta, classe des Liliopsideae, ordre des Zingiberales, famille des Zingiberaceae, genre
Curcuma. La partie utilisée est le rhizome qui doit étre récolté 7 & 8 mois apres la plantation, quand il

commence a sécher.

Figure 1 : Schémas et photographie de la plante Curcuma longa L.

Curcuma longa L. est une plante persistante qui peut mesurer de 60 a 100 cm de hauteur, pourvue
d’une tige courte et de longues feuilles engainantes. Le feuilles sont trés longues, avec des lames
elliptiques disposées en touffes, pouvant mesurer jusqu’a 1 m ou plus et dont le pétiole, effilé¢ a la

base, peut étre aussi long que la lame (Figure 1).

Les fleurs sont généralement jaunes et assemblées en épi. Elles mesurent entre 10 a 15 cm de long et
leur pédoncule mesure 15 cm mais il est généralement caché par les gaines des pétioles. Quand il

fleurit, les bractées vert clair deviennent violettes.

Le rhizome se compose de plusieurs parties (Figure 2). Le rhizome commercialisé est le rhizome
primaire, il est ovale, oblon, piriforme et communément appelé « ampoule » ou curcuma « rond ». Les
rhizomes secondaires sont plus cylindriques, mesurent 4 a 7 cm de long pour 1 & 1,5 cm de large et
sont appelés « doigts ». lls sont de couleur jaunatre & brun-jaunatre a I’extérieur et jaune ou jaune

orange a I’intérieur. Leur odeur est aromatique, leur goQt chaud et Iégérement amer.
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Figure 2 : Rhizomes primaires et secondaires de Curcuma longa L.

La teneur en curcumine d’un rhizome est trés faible. En effet, bien que le parenchyme et la moelle
soient les parties les plus riches en curcumine, on y retrouve une grande quantité de grains d’amidon,
un panel tres large de composants chimiques dont certains sont des analogues directs de la curcumine,

et enfin, la curcumine elle-méme, qui ne représente que 1,11 % de cet ensemble.

1.3. Utilisations du curcuma

Le curcuma est utilisé sous différentes formes brutes ou produits d’extraction. Seront abordées dans ce
chapitre les procédures standards de production de 1’huile essentielle et de la poudre de curcuma. Ces

deux formes sont les plus utilisées dans le commerce, de nos cuisines aux études agroalimentaires.
1.3.1.Curcuma longa : huile essentielle
1.3.1.1. Procédé d’extraction

L’huile essentielle de curcuma est obtenue par extraction a partir des rhizomes fraichement récoltés.
Le protocole d’extraction est classiquement le suivant : les rhizomes sont lavés avec de 1’eau, coupés
en morceaux et séchés une semaine au soleil puis 6 heures dans une étuve a 50°C. lls sont ensuite
coupés en morceaux plus fins puis placés au contact de 1’éthanol absolu (solvant d’extraction), mixés
et stockés a 1’abri de la lumiére a température ambiante. L’extrait est alors filtré sur filtre Wattman No.

1 et le filtrat est évaporé sous pression réduite.

La qualité d’un extrait de curcuma est fonction de sa teneur en curcumine. La curcumine possede,
entre-autres, une forte activité antioxydante a I’inverse des autres curcuminoides se trouvant dans
I’extrait. Des tests rapides, simples et fiables de spectrophotométrie permettent d’évaluer ses capacités
antioxydantes en débit soutenu pour répondre a des attentes industrielles. On peut citer le dosage de

activité réductrice du radical DPPH- sur lequel nous reviendrons en détail.®
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L’extraction peut étre faite a chaud avec un appareil de Soxhlet. Ici I’extraction et la filtration du
produit sont faites en méme temps. La poudre de curcuma est placée dans un manchon de papier qui
est contenu dans un récipient en verre. Les vapeurs de solvant chaudes se condensent puis tombent et
entrent en contact avec la poudre de curcuma. Par un systeme de vase communiquant, quand une

goutte tombe dans le récipient, une autre tombe dans le ballon réservoir de solvant et ainsi de suite.

—
Coolant (H20) out

Coolant (H20) in
-
Paper thimble

Solid material
being extracted

Solvent passes
th h the
thimble wall

Figure 3 : Appareil de Soxhlet et diagramme de fonctionnement. wwww.aquaculture@ugent.be

Il existe d’autres méthodes d’obtention d’huile essentielle de curcuma telle que la distillation.
Cependant, ces méthodes ont un inconvenient majeur. Ching et al. ont prouvé que la température
réduit le caractére antioxydant de I’huile essentielle recueillie, et donc, sa qualité.® En conséquence de
la sensibilité de ce composé naturel face a son environnement physicochimique, 1’utilisation de la

chaleur rend ces techniques impropres a 1’obtention a 1’échelle industrielle de curcumine de qualité.

1.3.1.2. Utilisations de 1’huile essentielle de curcuma

Il suffit de taper les mots clés « huile essentielle de curcuma » dans un moteur de recherche sur
internet pour avoir un apercu du nombre incalculable de qualités prétées a tort ou a raison a cette
plante. Sur de nombreux sites d’aromathérapie et autres soins naturels, on peut trouver des
applications a cette huile aussi bien en cas de problemes gastriques que de cap émotionnellement
difficile a franchir, en passant par les affections bronchiques, cutanées, urinaires, etc... Il nous est

possible de trouver des publications scientifiques sur certaines vertus plus clairement élucidées.
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Figure 4 : Exemple d’huiles essentielles de curcuma disponibles en aromathérapie.’”8

Concernant les effets métaboliques, I’huile essentielle de curcuma administrée en régime alimentaire
avec de l’oléorésine de curcuma est capable de réduire la prise de poids ventrale et de réguler
I’hyperglycémie chez une souris génétiquement modifiée pour exprimer un diabéte de type 2. Ces
extraits sont capables d’activer I’expression de geénes codant pour des enzymes de la glycolyse, de la
B-oxydation des acides gras et du métabolisme du cholestérol au niveau du foie. Ils sont également de

réprimer les génes codant pour les enzymes de la néoglucogenése hépatique. °

L’huile essentielle de curcuma possede également des propriétés préventives de cancers. Ces
propriétés sont médiées par une activité antiinflammatoire et antioxydante démontrée par des études
scientifiques.’® Par exemple, une étude menée sur 1’effet préventif de cancers cutanés induits par des
papillomavirus sur des souris, montre que les souris étant soumises a une application topique
quotidienne d’huile essentielle de curcuma ne développent pas de signes cutanés d’infections a

papillomavirus (Figure 5).

Figure 5 : Photographies d’une souris chez qui les symptomes cutanés d’une infection a papillomavirus ont été induits par
diméthylbenzanthracene mélangé a de I'huile essentielle de croton (A) et d’une autre souris traitée de maniére similaire
pour exprimer les signes de I'infection mais bénéficiant d’une application cutanée d’huile essentielle de curcuma (B).1!

Un article scientifique récent publié dans la revue Joint Bone Spine (2015) démontre que 1’éléméne
(Figure 6), un des composants présents dans 1’huile essentielle de curcuma, est capable d’inhiber la
différenciation ostéogénique anormale dans des fibroblastes de drosophiles atteintes de spondylarthrite
ankylosante.*?
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(1S,2S,4R)-1-méthyl-2,4-di(prop-
1-en-2-yl)-1-vinylcyclohexane

Figure 6 : Structure de I'’éléméne, composant de I’huile essentielle de curcuma.1?

Dans un domaine de santé différent : la prévention de la piglre de moustique, I’huile essentielle de
curcuma est utilisée, en association avec I’huile de citronnelle, pour augmenter 1’effet répulsif de
lotions anti-moustiques. Cet effet dure environ 5 h pour ces associations de produits naturels contre
7,5 h pour un répellent de synthése.*®

Dans le domaine agricole, I’huile essentielle de curcuma est utilisée pour lutter contre les
proliférations fongiques des denrées. Son activité antifongique a effectivement été prouvée in-vitro sur
7 souches de micromycetes connues pour détériorer les denrées alimentaires et lieux de stockage tels
que les silos a grains. Les chercheurs ont identifié la turmérone comme étant le composé de ’huile

essentielle le plus actif concernant cette activité.'

(S)-6-(2-hydroxy-4-méthylphenyl)-2-
méthylhept-2-en-4-one

Figure 7 : Structure de I'ar-turmérone, composé présent dans I’huile essentielle de curcuma.®

Les domaines d’applications sont variés et en raison de cette grande potentialité d’utilisation, il existe
des études de toxicité aigué, chronique et d’évaluation de I’effet mutagéne de cette huile essentielle.
L’huile essentielle de curcuma ne montre pas de signes de toxicité aigué, chronique ou de génotoxicité
chez des rats Wistar administrée a la dose de 0,5 g.kg* de poids corporel pendant 13 semaines par voie

orale (dose pour évaluer la toxicité chronique).®
1.3.2. Curcuma longa : forme pulvérulente
1.3.2.1.  Procédé d’obtention de la poudre de curcuma®’

La poudre de curcuma doit étre obtenue a minima, lorsqu’elle est destinée a I’export ou a I’industrie,
selon un procédé défini par la Food and Agricultural Organization of the United Nations qui publie

ces protocoles sous la forme de recommandations post-récoltes. Les rhizomes doivent étre, avant tout
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procédé, nettoyés en les faisant bouillir dans 1’eau jusqu’a ce qu’ils deviennent mous ou encore
jusqu’a ce qu’on sente I’odeur caractéristique du curcuma, ce qui représente environ 45 min a 1h. Ce
proceédé gélifie ’amidon pour permettre un séchage uniforme et élimine les traces et les odeurs de
terre fraiche dans laquelle ils ont été cultivés. Cette étape doit avoir lieu au maximum dans les 3 jours
apres la récolte. Ensuite, ils sont séchés une premiére fois rapidement avant d’étre coupés
grossiérement & I’aide d’une machine a découper spécialement développée pour les rhizomes de

curcuma.

Le temps de séchage qui fait suite a cette opération doit durer entre 10 et 15 jours. Cette étape peut étre
réalisée au soleil mais elle ne fournit pas de curcuma de bonne qualité car c’est une poudre
photosensible. On préférera les sécher dans des tunnels ventilés et chauffés a la température de 60°C,

température qualifiée d’optimale.

L’avant dernieére étape a pour but d’enlever les radicelles restantes et les écailles a la surface des
rhizomes en utilisant des tambours rotatifs dans lesquels un maillage métallique a été installé pour
éroder leur surface. A ce stade le rhizome est déja commercialement exploitable sous une forme dans
laquelle on peut le retrouver sur certains étals de marchés. Ces rhizomes sont aspergés d’eau contenant
de la poudre de curcuma puis séchés de nouveau afin de leur donner un bel aspect. Pour obtenir une

poudre, une ultime étape de broyage et de tamisage a travers plusieurs écrans doit étre réalisée.

Figure 8 : Photographie représentant en arriére-plan des rhizomes en morceaux saupoudrés de curcuma propres a la vente
et au premier plan, dans une cuillére, de la poudre de curcuma telle qu’elle est a la fin des procédés de broyage et
tamisage.!8

Les procédés d’obtention de la poudre de curcuma propre a la consommation sont nombreux. Dans le
prochain paragraphe, les utilisations (non exhaustives) de cette poudre sont décrites. A I’image de
’huile, cette poudre est d’intérét dans plusieurs domaines dont le plus connu par le grand public est

I’art culinaire.
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1.3.2.2. Le curcuma en cuisine

Certains plats sont préparés avec des épices afin de relever le goQt, parfumer et conférer une couleur
particuliére a ces mets. De plus ces épices sont connues pour avoir des propriétés biologiques de par
les principes actifs qu’elles renferment. Seulement, & I’image de la curcumine présente dans le
curcuma, ils sont sensibles a leur environnement physicochimique. Ainsi que certains modes de
cuisson peuvent altérer la nature des protéines, sucres, lipides et des vitamines, les épices voient leur

biodisponibilité changer et leurs valeurs nutritionnelles se dégrader.

Dans le but de savoir dans quelles proportions sont dégradés les principes actifs de trois épices
utilisées couramment dans la cuisine traditionnelle Hindoue, Suresh et al. ont étudié I’effet de
différents modes de cuisson sur leurs concentrations avant et aprés la cuisson : bouilli 10 min, bouilli
20 min, cuisson vapeur sous pression 10 min. Les essais sont effectués sur trois épices renfermant des
composeés actifs : le curcuma (curcumine), le poivre rouge (capsaicine) et le poivre noir (pipérine). Ces
tests sont menés en présence ou en absence de tamarin, acidulant couramment utilisé dans
I’élaboration de massalas. Ajoutée a hauteur de 0,5%, cette épice permet d’abaisser le pH des
préparations de 6,2 & 5,2.

Concentration of spice principle (curcumin) in heat-processed turmeric

Sample Curcumin concentration (mg/g spice)

Raw (untreated) Heat treatment by boiling Pressure cooking

(10 min) (20 min) (10 min)
Turmeric 2574+ 1.44 18.8+1.74 (27.0) 17.34+1.26 (32.0) 12.14+1.74 (53.0)
Turmeric+red gram 9.2541.23 5.3340.33 (42.3) 5.3440.55 (42.3) 4.61 +0.68 (50.2)
Turmeric + red gram + tamarind 8.744+0.33 6.484+0.83 (25.9) 5.5340.29 (37.0) 3.7440.14 (57.2)
Turmeric + tamarind 21.740.15 18.54+1.45(14.7) 17.0+1.65 (21.7) 14.3+2.41 (34.3)

Values are mean+SEM of 5 independent determinations. Figures in parenthesis denote % loss.

Figure 9 : Concentration en curcumine apres différents modes de chauffage de curcuma seul ou en mélange avec d’autres
épices, les pourcentages de perte sont donnés entre parenthéeses.?

Concernant les teneurs en curcumine du curcuma cuisiné seul, les pertes de concentrations vont de
27% a 53%. Lorsqu’il est cuisiné en présence de poivre rouge, avec ou sans tamarin, ces baisses de
teneurs sont maintenues. En revanche, dans les préparations ou le curcuma est adjuvé de tamarin on

constate une moindre dégradation de la curcumine.®®

1.3.2.3. Curcuma utilisé en industrie

Le curcuma est utilisé, pour sa couleur jaune foncée, en tant que colorant alimentaire au méme titre
que 2 autres épices naturelles que sont le safran et le paprika. Cette couleur tres caractéristique du
curcuma est due a un groupe de pigments naturels que 1’on appelle « curcuminoides ». lls sont au
nombre de 4 : la curcumine qui représente 77 % des curcuminoides, la déméthoxy-curcumine (17 %),

bis-déméthoxy-curcumine (3 %) et la cyclocurcumine. Cette derniére forme n’a été identifiée que
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récemment en raison de sa présence a 1’état de traces. Ce mélange de curcuminoides fait 1’objet de
nombreuses études analytiques qui ont pour but de différencier les teneurs respectives en

curcuminoides et en curcumine dans les préparations alimentaires.?%21:22
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Figure 10 : Les pigments curcuminoides responsables de la couleur jaune foncée du curcuma.®

En Europe, la curcumine est enregistrée dans 1’industrie alimentaire comme étant le colorant E 100.
L’European Food Safety Authority (EFSA) est I’instance européenne qui a pour mission de
reglementer et contrdler la composition des produits destinés a I’alimentation humaine. Le nombre
d’essais in vitro conférant de toujours plus nombreuses activités biologiques a la curcumine dans des
domaines allant des neurosciences a I’oncologie, ont conduit cette organisation a s’intéresser, depuis
2010, aux taux de curcumine présents dans les préparations alimentaires. Ainsi, dans la liste des
catégories de nourriture dans lesquelles la curcumine (E100) est autorisée on retrouve des fromages,
des préparations a base de poisson, des condiments, des assaisonnements, etc. L’EFSA a fixé pour
chaque catégorie la concentration maximale de curcumine autorisée. Par exemple, la concentration
maximale de curcumine que doit contenir un cidre s’éléve a 200 mg.L™ . En revanche, un cidre
d’appellation « cidre bouché » ne doit pas contenir de curcumine. Pour répondre a ces regles, de
nombreuses équipes de chimie analytique ont travaillé a la mise au point de méthodes rapides pour

doser séparément la curcumine parmi les autres curcuminoides.?*??

Par la suite nous étudierons en détail les propriétés de la curcumine mais il faut également remarquer
que les autres curcuminoides sont étudiés et impliqués dans divers essais d’intérét pour la santé
humaine. On retrouve des études dans le domaine de la cancérologie avec la faculté & inhiber la
dissémination métastatique®* ou encore Dactivité inhibitrice de la topoisomérase Il humaine®, le
blocage d’une enzyme responsable de chimiorésistance®®, des activités antioxydantes aussi

intéressantes que celles de la curcumine? etc...
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L’EFSA aprés avoir fait une étude d’exposition croisée avec 1’ensemble des recueils de données déja
réalisés par la WHO (World Health Organization) et la FAO (Food Agricultural Organization), définit
les populations les plus susceptibles d’étre exposées a la curcumine. Il apparait que ce sont les enfants
agés de 1 a 10 ans et les adolescents. Les adultes et les personnes agées paraissent moins exposes.
L’EFSA publie en 2014 dans son journal, qu’en raison de ses multiples activités biologiques, la dose
acceptable quotidienne de curcumine pour les enfants de 1 a 10 ans admet un maximum de 3 mg.kg*
de poids corporel.

a—Turmérone B-Turmérone

Zingibéréne a-Curcuméne B-Curcuméne

Figure 11 : Structure de quelques composants terpéniques retrouvés dans le curcuma.®

Le curcuma est un élément naturel qui ne contient pas que des pigments. Dans sa composition, en plus
des curcuminoides on retrouve des dérivés terpéniques, dont certains ont déja été décrit, tels que I’a- et
B-turmerone (35 %), I’ar-turmérone (12 %), le turmérol, le zingibéréne (25 %), le zingibérol, le

curcumol, le B-curcumene et le xanthorrhizol.

1.3.3. Curcuma : de la tradition a la pharmacologie

La médecine holistique, a I’inverse de 1’allopathie, prend en compte I’intégralité physique et
psychologique de la personne avec également une dimension importante de I’environnement dans
lequel elle évolue. Différents courants se distinguent dans ce type de médecine comme 1’ Ayurveda,
développé en Inde durant la période Védique (11°™ siécle av. JC) et la médecine de Siddha, originaire
d’Inde également mais plus récente (500 ans av. JC). Intéressons-nous & cette derniere, pionniére dans
I’intégration de la notion de médicament ou Aviztham dans la pratique de la médecine holistique.
L’Aviztham est défini comme une substance ou un procédé effagant la peine du patient pour reinstaurer
la joie dans celui-ci et dans la société. Le curcuma, ou Manjal, est utilisé par les Siddhars, médecins de
Siddha, en tant qu’agent cardioprotecteur. Ces €crits partent du fait que les maladies, notamment les
maladies cardiovasculaires, dépendent de facteurs diététiques. De nos jours, les données
épidémiologiques nous enseignent qu’une alimentation a base de fruits, de Iégumes et d’épices est

associée a une diminution des risques d’étre en mauvaise santé, toutes maladies confondues.?
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Dans le domaine nutritionnel, Uma Pradeep et al. ont mené une étude de I’influence d’un mélange de
11 épices sur ’utilisation métabolique des protéines de haricots ailés (Psophocarpus tetragonolobus)
et de horsegram (Dolichos biflorus).? Ces légumes sont trés populaires en Inde et grandement
consommés par les populations pauvres, c’est la raison pour laquelle cette étude est menée. Ces
chercheurs de 1’Université Agricole de Hyderabad en Inde ont prouvé que les protéines de ces légumes
sont 10 & 20 % mieux assimilées si elles sont cuisinées et ingérées avec 1,5% d’un mélange de 11
épices parmi lesquelles on peut citer la coriandre, le curcuma, le poivre noir et le cumin pour les plus

connues.?

Le curcuma est décrit comme possédant un trés large spectre d’actions dans plusieurs domaines :
utilisations traditionnelles ou études scientifiques actuelles. En médecine traditionnelle, le curcuma
peut étre utilisé pour traiter les affections hépatiques, les helminthiases, éléphantiasis et autres
parasitoses, les ulcéres gastriques ou cutanés, I’eczéma, les maladies inflammatoires, les hémopathies,
les vertiges et les gonorrhées, etc... En 2003, Duke a fait une liste qui se veut exhaustive des
utilisations du curcuma dont les activités ont été validées par des essais pharmacologiques ou méme

cliniques. On en compte 114.%
1.3.4. Curcuma utilisé en association

Le curcuma est utilisé en association avec d’autres plantes ou épices pour des raisons variées.

Comme nous le verrons plus loin, dans le domaine de la cancérologie, on retrouve beaucoup d’études
associant la curcumine a d’autre thérapeutiques afin d’en augmenter les effets ou de diminuer les
risques de chimiorésistance des cellules tumorales. Les études utilisant le curcuma en tant qu’épice
sont faites sur des animaux étant placés ou non sous un régime alimentaire épicé par du curcuma.
C’est le cas d’une étude associant un régime alimentaire a base de curcuma visant a savoir, si, combiné
a ’ingestion de feuilles de Bétel, le risque de développement d’un cancer induit par les nitrosamines
est diminué. 1l apparait ainsi que cette combinaison curcuma/bétel est efficace en tant qu’agent de

chimio-prévention des cancers.®

Dans le domaine agro-alimentaire, les régimes complétés avec des doses massives d’antibiotiques
ayant été bannis de certains pays, particuliérement dans les pays de I’Union Européenne, a cause de la
présence de résidus antibiotiques dans les viandes et de 1’accroissement des lignées de bactéries
résistantes suite au mésusage de ceux-ci, différentes herbes et épices ont été développées en tant
qu’additifs alimentaires dans les élevages d’animaux. Une étude récente (2014) a pour but d’étudier
s’il est avantageux de traiter des volailles d’élevage intensif avec des mélanges d’épices en mesurant
plusieurs parametres® : leur croissance, leur ossature, quelques parameétres sanguins et leur réponse
immunitaire humorale. 1l en ressort que le groupe (n=30) ayant été traité avec un régime alimentaire a

base de curcuma (0.5%) et de coriandre (2%) présente un meilleur taux d’anticorps et une ossature
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plus solide signant un état de santé globalement amélioré. 1l est donc utile de nourrir ces poulets
d’¢élevage a I’aide d’un régime avec une association curcuma-coriandre pour augmenter leur résistance
et ainsi s’affranchir de I’utilisation systématique et chronique d’antibiotiques dans les batteries

d’élevage intensif.

Il existe bien d’autres exemples décrits dans la littérature scientifique ou holistique d’utilisations du
curcuma seul ou associé a d’autres épices. La plupart des effets bénéfiques de ces adjuvants culinaires,
dont les utilisations en médecine holistique sont relatées, ont été reconnus scientifiquement ces trente
dernieres années et il existe des formulations commercialisées a base de ces épices, ce qui leur donne
le nom de « alicament » ou en anglais « nutraceuticals ».** Quelques-unes de ces épices ont un profil

pharmacologique suffisant pour faire 1’objet d’une exploitation thérapeutique.
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Chapitre Il. La Curcumine






En 1995, un brevet sur ['utilisation de la curcumine pour aider a la cicatrisation des blessures a été
demandé et obtenu par deux chercheurs de I’Université du Mississippi aux Etats-Unis. Ils sont allés
Jjusqu’a demander le droit exclusif du commerce du curcuma. Dés lors, en deux années de temps, le
conseil Scientifique et de la Recherche Industrielle Indien obtient ['annulation de celui-Ci en
invoquant la biopiraterie sur l’argument de ['utilisation du curcuma décrite pour guérir des blessures

dans des textes anciens. Depuis la curcumine demeure une « molécule nationale » pour I'Inde.®

1. Histoire

La découverte de la curcumine présente dans le curcuma parmi les autres curcuminoides, remonte au
milieu du siécle des lumieres quand Vogel et Pelletier publient en 1815 dans le Journal de Pharmacie
et Sciences Accessoires I’isolement de la « matiére colorante jaune » des rhizomes de Curcuma dans
leur essai intitulé « Examen chimique de la racine de Curcuma ». A la suite de quoi ils ont nommé
cette matiére curcumine.® En 1842, Vogel pense avoir produit de la curcumine de synthése pure mais
n’en publie pas la formule précise. Ce n’est qu’en 1910, apres 1’émission de conjectures diverses, que
Milobedzka et Lampe identifient la structure chimique de la curcumine comme le diféruloylméthane
ou (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-1,6-heptadiéne-3,5-dione (Figure 12). lls en publient
la synthése en 1913 puis Srinivasan sépare et quantifie les composants du curcuma par
chromatographie.

(6] O
MeO l N = OMe
HO curcumine ‘ OH
Figure 12 : Structure de la curcumine.

Alors que le curcuma, principale source de curcumine, est utilisé a 1’échelle mondiale comme une
épice, ce n’est qu’au cours de la premiére moitié du XX® siecle que ses caractéristiques biologiques
commencent a étre étudiées. Schraufstatter et Bernt décrivent le pouvoir antibactérien et antifongique
de la curcumine dans la revue Nature en 1949.% lls ont prouvé son activité sur des souches de
Staphylococcus aureus, de Salmonella paratyphi, Mycobacterium tuberculosis et également sur un

champignon micromycete tellurique Trichophyton gypseum.
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Figure 13 : Nombre de publications se rapportant a la curcumine par année selon la base de données en ligne PubMed®
(dernier acces le 15/06/2015)

Les 20 années (Figure 13) suivant cette premiére découverte, seulement 5 publications ont été
produites sur la curcumine. On peut dire qu’a partir des années 1970 la curcumine attire réellement
I’attention de la communauté industrielle et scientifique. C’est alors que sont rapportées les activités
normolipémiantes, normoglycémiantes, anti-inflammatoires et antioxydantes qu’on lui connait
aujourd’hui. Son activité anticancéreuse n’est mise en avant que dans les années 1980 sur plusieurs

modeles in vitro et in vivo.

A T’heure actuelle, des essais cliniques évaluant la curcumine ont prouvé son innocuité. La Food and
Drug Administration des Etats Unis a depuis approuvé la curcumine en tant que composé generally
recognized as safe (GRAS) dans son programme de notification alimentaire des adjuvants culinaires
débuté en 1998.

2. Isolement de la Curcumine

Il existe différentes manicres d’isoler la curcumine du curcuma. Les curcuminoides ne sont pas
solubles dans 1’eau donc I’extraction doit étre faite a I’aide d’autres solvants. Plusieurs ont été évalués
tels que 1’hexane, 1’acétone, le dichloréthyléne, le méthanol et 1’éthanol. Le solvant pour lequel on

obtient le meilleur rendement d’extraction est 1’acétone.®

Quelle que soit la technique employée, la seule maniére d’obtenir une curcumine pure est de ’isoler a
I’aide d’une méthode chromatographique préparative comme la colonne chromatographique sur gel de
silice. Les essais préalables en chromatographie sur couche mince donnent le meilleur mélange
d’éluant pour la séparation des curcuminoides : chloroforme:méthanol & 95:5 avec des rapports
frontaux a 0,75, 055 et 0,27 pour la curcumine, la déméthoxycurcumine et la bis-

déméthoxycurcumine respectivement. Une fois isolés, la cristallisation de ces trois curcuminoides peut



avoir lieu par évaporation lente du mélange de solvant chloroforme:méthanol (5:2) a la température de
5°C.%8

Il peut étre intéressant d’isoler la curcumine pure, cependant, il ne faut pas négliger le probléme des
guantités isolables a partir du curcuma, les difficultés de purifications inhérentes aux techniques
chromatographiques, le volume de solvant a utiliser et le colt de ces purifications. On ne peut pas
négliger non plus les risques de dégradation de la curcumine qui est un produit instable et

thermosensible.3®

2.1 Synthese de la curcumine

2.1.1. Biosynthese

Depuis des dizaines d’années, I’intérét pharmaceutique que représente la curcumine est a 1’origine de
I’élan scientifique visant a déterminer comment elle est produite in vivo. Les voies de biosynthése ont
été au centre de beaucoup d’études pour lesquelles I’utilisation d’éléments radio-marqués étaient
indispensables. Nous pouvons prendre en exemple les travaux de Roughley et Whiting qui furent les
premiers a décrire, en 1973, I’utilisation de préparation a base de [1- et 3-1*C]phénylalanine et d’acides
cinnamiques diversement substitués tels que D’acide [*H]-4-hydroxy-3-méthoxy-cinnamique. Ces

préparations étaient inclus dans les solutés de nutrition des jeunes plants de Curcuma longa L.%°

La biosynthese de la curcumine peut étre qualifiée de synthése multi-étapes dans laquelle le para-
coumaroyl-Coenzyme A 6, élément clé, est produit a partir de 1’acide aminé L-phénylalanine 5 et du

malonyl-CoA 7 qui apporte 1’atome de carbone central.
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Figure 14 : Les 3 composés nécessaires a la biosynthése de la curcumine
Le Coenzyme A, dans les réactions biochimiques, joue le role d’ « activateur » grace a une liaison

thioester fortement énergétique, ce qui permet a ces composés de participer a des réactions auxquelles

ils ne participeraient pas s’ils n’étaient pas activés par le coenzyme.

C’est a I’aide des travaux de Schroder en 19974 qui donne les étapes de biosynthése essentielles des
chalcones, puis de Kita, en 2008% qui s’est intéressé particuliérement & la curcumine, que nous

pouvons aujourd’hui décrire cette biosynthése. Nous savons aujourd’hui que les curcuminoides



dépendent tous de la voie de biosynthése des acides phénylpropanoiques et que deux phénylalanines

sont consommeées pour une molécule de curcumine synthétisée.

Le premier composé activé par le Coenzyme A est I’acide cinnamique 8 généré a partir de la L-
phénylalanine 5 par une ammonium-lyase (PAL). 1l est ensuite activé en cinnamoyl-CoA 9 par une 4-
coumarate:CoA ligase (4CL). La fonctionnalisation du groupement phényle est ensuite opérée par une
cinnamate-4-hydroxylase (C4H) pour former le p-coumaroyl-CoA 6 puis le groupement méthoxy- est

introduit par une O-méthyltranférase afin d’aboutir au féruloyl-CoA 10.
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Figure 15 : Les 4 premiéres étapes de la biosynthése de la curcumine.

C’est ensuite une enzyme plus récemment décrite qui opére la suite de la synthése, la « Diketide-CoA
Synthase » (DCS), chargée de condenser le féruloyl-CoA 10 avec le malonyl-CoA 7 pour former le
féruloyl-diketide-CoA 11. S’en suit enfin ’action « Curcumine Synthase » (CURS), qui condense 11

avec un autre féruloyl-CoA 10 pour former la curcumine aprés hydrolyse 1.
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Figure 16 : Les polyketides synthases de type lll, enzymes naturelles clés dans la biosynthése de la curcumine.



11 est nécessaire de souligner I’importance et le temps qu’il a fallu aux scientifiques pour objectiver la
présence de la Diketide-CoA Synthase (DCS) et de la Curcumine Synthase (CURS). Ces enzymes sont
des Polyketide Synthases de type III dont Schroder a imaginé 1’utilité en 1997 mais elles n’ont été
décrites et caractérisées qu’en 2009 par Katsuyama et al. grace aux techniques d’amplification génique

et de culture cellulaire.*®

Il existe, dans cette biosynthése trés simplifiée, de nombreuses étapes et enzymes qui peuvent
modifier les groupements fonctionnels des 2 noyaux aromatiques. Leur présence explique que 1’on
trouve des curcuminoides et d’autres composés lorsque 1’on procéde a I’extraction des rhizomes de
curcuma. Cette présence de produits « non-désirés » dans I’industrie, ajoutée a la faible quantité de
curcumine pure extraite de ceux-ci, font qu’il est préférable et moins onéreux d’obtenir la curcumine

pure par synthése organique.

2.1.2. Synthese organique de la curcumine

Le besoin d’obtenir de la curcumine pure et en quantités suffisantes afin de mieux évaluer ses activités
biologiques, a obligé les scientifiques a se pencher sur une voie de synthése chimique. Dés 1910, aprés
la confirmation de sa formule brute C21H200¢ par Milobedzka et. al., les méthodes de synthése et les
hypothéses visant a la créer chimiquement se multiplient. En effet Milobedzka, en collaboration avec
Lampe, ont émis ’hypothése de sa structure de type diféruloylméthane qui était le dernier élément

mangquant pour permettre aux chimistes de se lancer sur les étapes de la synthese.*

Malgré le grand nombre de synthéses existantes, 1’analyse rétrosynthétique de la curcumine permet de
dégager deux voies de synthése principales. Il y a une matiére premiére commune a ces deux
séquences qui est I’acétylacétone 13 ou ses dérivés. La différence principale réside dans la volonté de
créer des produits que 1’on peut qualifier de symétriques tels que la curcumine ou bien des composés

différents au niveau des aménagements fonctionnels effectués sur les noyaux aromatiques terminaux.

La voie de synthése symétrique est facilement accessible et efficiente mais n’engendre pas autant de
diversifications chimiques que le permet la voie asymétrique. Dans ce cas-la les deux coupures sont
symétriques de part et d’autre de la B-dicétone centrale. La diversité chimique peut étre attribuée
uniquement au niveau des dérivés de vanilline 12 engagés a la hauteur de 2 équivalents du méme

COMpOSE.

La voie asymétrique admet deux coupures également et le caractere asymétrique du composé final
tient aux synthons donnés par les dérivés diversement substitués de 1’acide férulique engagé 14, qui
intervient respectivement au début et a la fin de la synthese. Ce type de procédé fait partie des plus
anciennement utilisés. 1l est intéressant dans la pharmacomodulation de la curcumine mais nécessite

un plus grand nombre d’étapes.
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Figure 17 : Analyse rétrosynthétique simple de la curcumine qui est obtenue a partir d’acétylacétone 13, matiere premiere
commune a deux procédés, un symétrique et I'autre asymétrique, faisant intervenir respectivement la vanilline 12 ou
I'acide féruloique 14

On retrouve dans la littérature des syntheses comportant de nombreuses et fastidieuses étapes. Ce fut
Lampe, en 1918, qui décrit la premiére synthese de la curcumine en 5 étapes (Figure 18). Cette synthése
propose de commencer par la condensation d’un dérivé de D’acide ferulique, le chlorure de
carbométhoxyféruloate 15 et I’acétoacétate d’éthyle 16 qui donnent I’acétyloxopentenoate d’éthyle 17.
Ensuite une saponification et une décarboxylation ménent a un produit intermédiaire 18, qui est de
nouveau engagé dans une condensation avec du chlorure de carbométhoxyféruloate. Ce dernier produit
de condensation de type « carbométhoxy diféruloyl acétone 19 » est ensuite hydrolysé en milieu acide
dilué a chaud pour former la curcumine.*® Cette premiére synthése est menée de telle maniére que I’on
peut, lors d’études de pharmacomodulation, engager des féruloates diversement substitués en début et

en fin de synthése.
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Figure 18 : Synthése de curcumine selon Lampe (1918).1545

Une autre méthode de synthese est intéressante a relater car elle consiste en 1’assemblage « one step »
de la curcumine, ce qui correspond a une technique de synthése dite multi-composants et fait partie des
procedés symétriques. Elle a été décrite par Pavolini en 1950 avec un temps réactionnel de 30 minutes
et un rendement de 10%. Il a décrit I'utilisation du trioxyde de bore, en présence d’un équivalent

d’acétylacétone et de deux équivalents de vanilline.
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Figure 19 : Synthése « one step » proposée par Pavolini (1950).1546

Pabon en 1964 s’attache a améliorer la méthode de Pavolini. Tout d’abord, devant ce rendement
médiocre, Pabon a émis I’hypothése de la formation d’un borocomplexe. En conséquence, les
équivalents de matiéres premieres ont été ajustés et la séquence réactionnelle se termine par une
hydrolyse acide. De plus, I’eau générée par la condensation est piégée directement dans le milieu

réactionnel a I’aide du n-tributylborate. Le rendement de la synthese est ainsi augmenté a 80%.

Les matieres premieres et le réactif principal sont les mémes. Dans le schéma général (Figure 20) on
met bien en évidence la complexation de I’acétylacétone avec le trioxyde de bore 20, essentiel & la
protection des groupes méthylénes de la condensation de Knoevenagel. On peut ensuite faire
intervenir 4 équivalents de benzaldéhyde qui, aprés hydrolyse acide, donneront lieu a la formation de 2

molécules du curcuminoide symétrique correspondant.
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Figure 20 : Syntheése selon Pabon (1964).15 46

C’est ainsi que Pabon a réalisé la synthése univoque de la curcumine et de ses premiers analogues.
Cette méthodologie est aujourd’hui trés utilisée, par exemple pour concevoir des analogues comme les
CRANADs.*’



2.2. Propriétés physico-chimiques

La curcumine est un composé complexe constitué par des fonctions chimiques pouvant évoluer en
fonction de I’environnement direct, de la présence de différents types de solvants, de la température et
de la présence de lumicre. Cette complexité confére a la curcumine une large collection d’interactions

possibles qui multiplient le nombre de cibles moléculaires potentielles.

Dans ce chapitre, ces propriétés seront déclinées et mises en lumiere avec des exemples concrets sur
des cibles moléculaires d’intérét en santé. Nous aborderons également les problémes majeurs
engendrés par cette structure car si ’activité in vitro de la curcumine sur ses cibles est toujours
démontrée, lors d’essais plus en aval in vivo ses capacités s’en trouvent amoindries voire inexistantes

et n’apportent pas souvent le bénéfice clinique recherché.

Les informations sur les propriétés physico-chimiques de la curcumine sont essentielles a

I’interprétation et la compréhension de sa pharmacodynamie ou sa pharmacocinétique.

2.2.1. Structure de la curcumine : interactions intermoléculaires

La curcumine est un composé amphiphile car elle posséde un centre et des extrémités polaires qui sont
séparées par deux maillons insaturés apolaires. Heger et al. proposent une revue entierement dédiée a
I’étude structurale de la curcumine.*® Cette étude décline les implications des sept propriétés
chimiques de la curcumine facilitant les interactions intermoléculaires auxquelles on peut associer les
cibles biomoléculaires. Premiérement, il y a les interactions dues a ses capacités de donneur et
accepteur de liaison hydrogéne venant du lien central B-dicarbonyl, puis celles pouvant avoir lieu avec
les groupements hydroxy- présents sur les noyaux phényles des extrémités. Pour finir avec les liaisons
hydrogéne, il reste celles pouvant s’effectuer via 1’oxygéne des fonctions éthers sur les groupements
méthoxy. Seront abordées ensuite les propriétés chélatantes de cations métalliques et non métalliques
multivalents, son coefficient de partage assez fort (log P), les activités rendues possibles grace aux
libres rotations autour des multiples liaisons C-C et enfin les effets biologiques permis par sa capacité

a réagir comme un accepteur de Michael.

2.2.2. Capacités de donneur et accepteur de liaisons Hydrogéne.

Le comportement du noyau B-dicétone de la curcumine différe des comportements typiques des -
dicétones classiques telle que 1’acétylacétone par rapport a 1’équilibre céto-énolique. En général ces
molécules sont sous forme de dicétone dans les solvants possédant une forte permittivité relative (&)
ou polarité, tels que 1’eau ou le diméthylsulfoxyde et sous forme énolique dans les solutions présentant

une faible permittivité comme le cyclohexane ou le dichlorométhane.



La B-dicétone de la curcumine existe en fait préférentiellement sous la forme d’énol autant dans les
solvants polaires protiques comme 1’eau que dans le cyclohexane. Cette tendance de 1’équilibre a se
déplacer vers la forme énol a été confirmée par spectroscopie infra-rouge a transformée de Fourrier par
Kolev et al. en 2005.%84° Cependant, Balasubramanian en 2006 a pondéré cette affirmation en
montrant par étude orbitalaire que dans les solvants apolaires, les formes énol et céto sont co-
dominantes.*®%° On peut donc schématiser comme dans la Figure 21 les comportements de la curcumine

dans les différents types de solvants, polaires aprotiques, polaires protiques et apolaires.
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Figure 21 : Les différentes formes céto-énoliques de la curcumine et les liaisons hydrogénes de solvatation en fonction des
types de solvants.

L’environnement chimique direct dans lequel se trouve la curcumine détermine donc les différentes
conformations de cette partie B-dicétone de la molécule et va donc conditionner ses maniéres

d’interagir avec d’autres composés.

Dans les solvants apolaires, la curcumine est sous forme d’un tautomére cis-énol fermé dans lequel le
proton est considéré symétrique dans un systéme d’électrons délocalisés. Dans ces solvants, le proton

énolique et I’oxygéne du carbonyle n’autorisent pas de liaisons hydrogéne.

A I’'inverse, dans les solvants polaires ce systéme intramoléculaire délocalisé est perturbé et I’on tend,
avec l’augmentation de la permittivité, au déplacement de I’équilibre vers un tautomeére énolique

ouvert qui permet la création de liaisons hydrogéne fortes.

Par conséquent, en situation physiologique, ce tautomere énolique ouvert interagit avec I’eau du
plasma et du cytosol, ou avec les aminoacides polaires présents sur des protéines cibles ou de transport
directement ou par l’intermédiaire de molécules d’eau. Pour résumer, 1’étude des interactions
hydrogéne médiées par la fonction B-dicétone de la curcumine nous permet de déterminer la maniere
dont elle interagit avec les protéines sur lesquelles elle posséde une activité. Parmi celles-ci on peut
citer la tubuline® et la Glycogen synthase kinase-3 B ou GSK-3B qui est impliquée dans les
perturbations de la phosphorylation de la protéine Tau dans les pathologies neurodégénératives de type

Alzheimer et dont nous avons développé les implications.®?



Figure 22 : (A) L'interaction entre la podophyllotoxine et la tubuline. (B) I'interaction entre la partie B-dicétone de la
curcumine avec les résidus polaire la tubuline.>?

La tubuline est un composant essentiel des microtubules du cytosquelette cellulaire et elle joue un role
majeur, grace a des procédés de polymérisation/dépolymérisation, dans le transport des chromosomes
dupliqués pendant 1’anaphase mitotique. Cette propriété est intéressante et a été trés étudiée dans le
domaine de la cancérologie. En effet une des principales caractéristiques d’une cellule cancéreuse est
de se multiplier rapidement. La curcumine, en se liant a la tubuline pour empécher sa polymérisation
ne permet plus aux microtubules d’assurer leurs fonctions de transporteurs chromosomiques pour la
répartition du matériel génétique dans chaque cellule fille et conduit au blocage du cycle cellulaire. La
curcumine est donc dite anticancéreuse antiproliférative et une des actions lui étant prétée est cette

action sur le fuseau mitotique.

De la méme maniére que la fonction B-dicétone centrale, les groupements hydroxyles présents en
position para aux extrémités de la curcumine ont une capacité d’interaction forte avec plusieurs cibles
ou transporteurs protéiques. Ces aptitudes supplémentaires multiplient les capacités de fixation et
expliquent le comportement pléiotropique de la curcumine. Heger et al. ont résumé sous forme de
tableaux, de maniére exhaustive, les acides aminés portés par des protéines d’intérét thérapeutique

interagissant avec la curcumine.*®
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Figure 23 : Schéma général simplifié des différents sites impliqués dans les interactions hydrogenes entre la curcumine dans
ces formes cétoniques et énoliques avec les chaines latérales d’acides aminés de trois cibles d’intérét thérapeutique.

On peut notamment relever les sites donneurs de liaisons hydrogene de la curcumine avec la lysine 28
et de la phénylalanine présentes sur le peptide f-amyloide hexamérique. Ces points de liaisons avec la
curcumine sont intéressants dans le cadre de recherche sur les activités neuroprotectrices. Ces données

ont été exploitées par Ngo et al. en 2012.5
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Figure 24 : Modélisation des interactions hydrogene entre la curcumine et le peptide B-amyloide

L’atome d’oxygéne impliqué dans cette fonction éther de la curcumine est le seul a ne pouvoir
accepter qu’une liaison hydrogéene. Il n’est pas décrit, a ce jour, d’interactions uniquement médiées par
ces groupements méthoxy mais ils concourent a favoriser des interactions comme avec la Lys28

présente sur le peptide SA.

Cet équilibre céto-énolique entraine des modifications des caractéres physiques de la curcumine du
point de vue de son spectre d’absorption de la lumicre. La curcumine est un composé qui possede une
longueur d’onde maximale d’absorption ou Amax dans le domaine du visible qui varie en fonction de
sa forme, dicétone ou énol, et de la nature du solvant dans lequel elle est dissoute. Cette modulation
spectrale est tres importante a évoquer et a prendre en compte car, nous le verrons plus tard, la
spectrophotométrie UV-visible est une technique tres employée dans le domaine des évaluations
biologiques, y compris celles de la curcumine. Dans ’eau ou la forme énolique est majoritaire sa Amax

est de 430 nm. Par exemple, on lui trouve une Amax de 435 nm dans le diméthylsulfoxyde (DMSO)



sous la forme énolique alors que sa forme dicétone admet une Amax de 454 nm. Les caracteres
physiques de la curcumine dans le DMSO sont importants & connaitre car ce solvant est trés largement
utilisé, en limite de pourcentage dans 1’eau, pour ses facultés de solvatation extraordinaires et son

innocuité en faible concentration.*®
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Figure 25 : Spectres de lecture en spectrophotométrie UV-visible donnant I’'exemple de I'accroissement de la longueur
d’onde maximale d’absorption de la curcumine ou Ayax (curcumine) dans le dioxane contenant un pourcentage croissant
d’eau, respectivement : 25:1, 10:1, 5:1, 3:1, 2:1, 1:1.54

La Amax est un paramétre physique propre a chaque réactif dont le réle est crucial pour les analyses en
spectrophotométrie car c’est a cette longueur d’onde que les mesures seront effectuées. Il faut donc
connaitre les variations de Amax de la curcumine avant de sélectionner un réactif pour que les Amax
respectives soient suffisamment différentes afin de ne pas interférer avec la mesure d’activité et biaiser
les résultats.

2.2.3. Capacités d’adaptations structurales dues aux conformeéres de la

curcumine

Comme pour renforcer le pouvoir des sites donneurs et accepteurs de liaisons hydrogene, la curcumine
est capable de se conformer spatialement a une contrainte donnée par une cible moléculaire. Il y a
aussi différentes configurations qu’elle peut adopter grace aux doubles liaisons qui sont au nombre de
3 dans la forme énolique. Ainsi, le linker central peut étre assimilé a un bras articulé qui favorise le

plus d’interactions possibles entre la curcumine et ses cibles.
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Figure 26 : Schéma de deux conforméres de la curcumine ou la rotation libre autour des liaisons C-C et C-Ph est représentée
en rouge pour le conformeére le moins stable.*?

Dans les solvants polaires ou dans les cellules, que la curcumine est sous sa forme tautomérique
énolique ouverte et il peut alors s’effectuer des isomérisations « cis-to-trans » autour du carbone en
alpha de 1’énol. Kolev et al. ont donné les structures des conformeéres énoliques les plus stables de la
curcumine. lls ont nomenclaturé les positions des groupements méthoxy qui varient a cause de la
liaison C-Ph. Il apparait que le conformere le plus stable est le b,s-trans,s-trans,a.*® 1l est nécessaire de
donner quelques éléments de nomenclature car la curcumine peut admettre jusqu’a 24 conforméres
¢tant donné qu’elle posséde 4 liaisons autorisant des rotations libres, deux liaisons éthyléniques
autorisant une isomérie cis/trans et 2 fonctions donnant lieu a un équilibre céto-énolique. Les lettres a

et b indique I’orientation du groupement méthoxy, a signifie « vers le bas », b signifie « vers le haut ».

Globalement, la curcumine est capable de se fixer a de nombreuses molécules biologiques grace a son
adaptation structurale qui est exploitée afin de maximiser le nombre de liaisons intermoléculaires avec

ses cibles. Cette capacité permet d’expliquer le caractére pléiotrope de ses propriétés naturelles.

2.2.4. Propriétés chélatantes de cations métalliques et non métalliques

multivalents

La partie centrale B-dicétone de la curcumine agit comme toutes les B-dicétones quant a la chélation de
cations. Elle a donc montré des capacités pour se lier au bore, cuivre, aluminium, magnésium, zinc,

plomb, cadmium, fer ferrique (Fe*) et ferreux (Fe?*) et le sélénium.

La plupart des sources scientifiques indique que les cations métalliques sont liés par 1’oxygéne de la
forme dicétone, mais certains proposent également des sites de chélation sur les doublets non-liants

des oxygeénes des groupements méthoxy.>®

Cette capacité de chélation est tres intéressante car elle est aussi le moyen pour la curcumine d’aller se

fixer indirectement sur des protéines utilisant des atomes de métaux ou métalloprotéines.

Dans la mesure ou la moitié des protéines contiennent des métaux et sachant qu’environ 1/3 ont besoin
de métaux pour fonctionner correctement, cette propriété de liaison aux métalloprotéines constitue un

phénomene important chimiquement avec des retentissements biologiques exploitables dans des



domaines cliniques variés.®® Nous verrons par la suite que la perturbation des concentrations
plasmatiques de cations métalliques ou dyshoméostasie métallique peut concourir a 1’entretien ou
I’aggravation de certaines maladies neurodégénératives, et ce en raison de plusieurs points d’impact

pharmacologiques qui seront évoqueés au fur et & mesure dans la suite de cet ouvrage.

2.2.5. La curcumine : accepteur de Michael.

Cette propriété est un attribut de réactivité chimique de la curcumine pour favoriser les interactions de
type covalentes avec des cibles possédant des fonctions nucléophiles comme des thiols, des thiolates
ou des amines. Dinkova-Kostova et al. ont établi que les molécules acceptrices de Michael sont des
inducteurs d’enzymes protectrices de la carcinogenése et que leur réactivité se fait avec des fonctions
thiols ou thiolates. Parmi ces molécules on retrouve des chalcones, des cinnamates, des coumarines,

des bis(benzylidéne)-acétones et des curcuminoides.®’

L’exemple le plus simple et le plus illustratif est celui du glutathion réduit (GSH). Ce tripeptide de
séquence glutamate-cystéine-glycine possede une fonction thiol rendant ce peptide donneur de
Michael. L’incubation de curcumine avec un gradient de concentration de GSH méne a une diminution
proportionnelle et temps-dépendante de 1’absorbance a 430nm (Amax) de la curcumine dans les
solvants protiques ce qui signifie que la délocalisation électronique est interrompue sur la partie
centrale de la curcumine car elle réagit avec le GSH. La formation de ces adduits indique aussi que la

curcumine interfere avec le métabolisme redox du glutathion cellulaire.

Ce mécanisme covalent peut également intervenir avec des résidus séléno-cystéines des séléno-
protéines.>® Fang et al. ont démontré I’activité inhibitrice irréversible de la curcumine par sa fixation
covalente aux thiorédoxines réductases. Ces enzymes cytosoliques, mitochondriales et nucléaires
constituent un systéme, analogue du systéme glutathion — glutathion réduit, capable de piéger les
radicaux libres. La curcumine s’y fixe par I’intermédiaire des résidus séléniés et soufrés et les
empéche d’exercer leur pouvoir réducteur, activité recherchée en oncologie afin de favoriser
I’apoptose cellulaire induite par la toxicité des radicaux libres que nous aurons ’occasion d’étudier

plus en détail ultérieurement.

Ces propriétés a réagir avec des donneurs de Michael ont un role important dans la capacité de la
curcumine a perturber de maniére covalente et donc irréversible, les sites de fixation de certaines

enzymes a leurs substrats. Cela concourt a ’action pléiotrope de ce composé naturel.

2.2.6. Solubilité et coefficient de partage (log P)

La curcumine est un composé d’apparence hydrophile par la nature des substituants polaires sur les
noyaux aromatiques mais en dépit de ceux-ci, elle n’est pas soluble dans les solutions aqueuses et est

au contraire facilement soluble dans les solvants organiques ce qui est confirmé par la mesure de son



log P. Le log P refléte la différence de solubilité d’un composé entre deux solvants non-miscibles
(octanol/eau). Pour la curcumine il varie entre 2,3 et 2,6.%° Ce degré relativement élevé de lipophilie

est dii 4 la conjugaison électronique qui s’étend d’un noyau aromatique a I’autre.*

2.2.0.1, Solubilité de la Curcumine

La valeur de son log P est assez élevée fait que la curcumine est un composé pratiquement insoluble
dans I’eau. Elle posséde néanmoins une trés bonne solubilité dans les solvants polaires aprotiques et
protiques, par ordre de solubilité décroissant : acétone > 2-butanone > acétate d’éthyle > méthanol >

éthanol > 1,2-dicholoréthane > 2-propanol > éther diéthylique > benzéne > hexane.

Un solvant trés utilisé pour les évaluations biologiques de la curcumine est le diméthylsulfoxyde ou
DMSO. Il posséde une DLso a 18 g.kg™, dans lequel la curcumine est soluble a 11 mg.mL™. Cela dit,
le solvant doit étre injecté dans un groupe modeéle de souris que 1’on appelle « témoin ». Le DMSO
n’est pas utilisé pur, mais en faible concentration en mélange avec ’eau (1% maximum). Le DMSO
posséde des propriétés de solvatations exceptionnelles, Il est capable de solvater des molécules dont

les polarités et les profils de solubilité sont tres variés.®*

Pour améliorer la solubilité de la curcumine dans I’eau, certains ont fait ’expérience d’augmenter le
pH du milieu aqueux. Cela se traduit par une dégradation et la formation d’ions phénolates par
solvolyse. De plus, pour I'utilisation de tampons aqueux sur des études in vivo ou in vitro, le pH ne

peut étre inférieur a 7,3 et la solubilité de la curcumine a ce pH n’est que de 1,1 mM.

A linverse, dans les milieux aqueux légerement acides, la curcumine est stable sous sa forme
moléculaire mais insoluble. C’est la raison pour laquelle on préfére pour cela utiliser le DMSO en

faible concentration pour favoriser sa solubilisation.

2.2.6.2. Conséquences biochimiques de la lipophilie de la curcumine

Une conséquence importante de cette lipophilie est que la chaine centrale peut interagir avec des
aminoacides hydrophobes dans des sites actifs de protéines. Par exemple, une étude de docking menée
par Liu et al. en 2008 a confirmé, entre autres, les interactions hydrophobes entre la curcumine et
I’alanine 92 et les tyrosines 91, 94 et 98 des Immunoglobuline G (Ig G) humaines. Cette étude visait a
faire de ces immunoglobulines des transporteurs et vecteurs de curcumine, qui est, comme nous le
verrons ultérieurement, un composé difficilement biodisponible et dont la vectorisation est une des
solutions a I’étude afin d’en améliorer la drugabilité.®? De maniére générale on retrouve ce type
d’interaction hydrophobe entre le linker central de la curcumine avec des aminoacides hydrophobes
comme la leucine, I’isoleucine, 1’alanine, la glycine et la valine. Il est également possible que ces
liaisons hydrophobes renforcent certaines liaisons électrostatiques entre la curcumine et des résidus

polaires.*®



Le deuxiéme avantage de cette lipophilie est la capacité de la curcumine a interagir avec les
biomembranes. Des études d’intercalation de curcumine in vitro dans des modéles de membranes
composées de phosphatidyl choline mono-insaturées et saturées 1’ont montré.®® L’association de ces
modéles de membranes avec la curcumine permet de mesurer de bonnes constantes de partage qui sont

le reflet de sa capacité a étre intégrée directement dans une cellule par intercalation dans les

membranes.5

2.2.6.2.1. Interactions curcumine-biomembranes

Le passage transmembranaire de la curcumine a été trés étudié, notamment pour essayer d’expliquer sa
tres faible biodisponibilité. La calorimétrie différentielle a balayage, la diffraction des rayons-X, la
résonance magnétique nucléaire du proton et la spectroscopie infra-rouge a transformée de Fourrier
sont les 4 outils d’analyse utiles pour déterminer les étapes essentielles de ce passage a travers une
bicouche lipidique. Ces études ne sont réalisées, comme précisé dans le préambule de ce chapitre, que

sur des modéles de bicouches lipidiques mimant des membranes cellulaires.

La cinétique de ces interactions correspond a celles des autres composés amphiphiles et suit un
processus en deux phases connues et bien documentées. La premiére étape correspond a 1’adsorption
de la curcumine sur la bordure de la membrane externe a ’interface membrane-milieu extra-cellulaire
avec une force de faible énergie. Ce phénoméne est accompagné d’un amincissement de la membrane
a cause du déplacement latéral des premiéres tétes polaires des phospholipides.®® Aprés 60 secondes
apparait un état de liaison fortement énergétique qui correspond a la pénétration plus profonde de la
curcumine dans le compartiment hydrophobe de la bicouche lipidique. On n’assiste pas a la
dimérisation ou multimérisation de la curcumine durant ce processus de partition méme lorsque les

niveaux de saturation sont atteints a un rapport molaire curcumine/lipide de 0,1 environ.

Concernant la position de la curcumine lors de ce contact, plusieurs hypothéses sont a 1’étude. D’un
c6té nous avons des études qui tendent a proposer que la curcumine s’insére dans la bicouche avec
son axe principal disposé orthogonalement a celle-ci. D’autres théories sont proposées sur la base des
multiples conformations possibles de la curcumine et des libres rotations autorisées par sa longue
chaine principale qui passerait par la formation préférentielle thermodynamique d’un « noyau
membranaire » organisé autour de différents conformeres plus ou moins solvatés par des molécules

d’eau.

Cette interaction de la curcumine avec les membranes lui procure un réle modulateur de la réponse de
récepteurs membranaires. Elle possederait une affinité pour la membrane, non pour le récepteur. En
conséquence, elle fait partie d’une catégorie de composés appelés PAINS (pan-assay interference

compound).% Ingélfsson et al. se sont chargés de lister les interférences possibles d’un ensemble de



composeés phytochimiques vis-a-vis d’essais in vitro pour lesquels le mécanisme serait medié par cette

interaction non-spécifique membranaire.®’

2.2.6.2.2. La curcumine, un pan-assay interference compound ou PAINS!#

Les PAINS sont des composés possédant des effets apparents qu’on peut qualifier d’artefacts. Ils sont
capables d’interagir par différent biais, non pas avec les cibles pour lesquels ils sont évalués mais avec
les techniques et/ou les outils employés pour la réalisation des essais pharmacologiques a ’aide
desquels ils sont évalués. L’interaction peut engendrer deux conséquences. Le résultat de 1’évaluation
biologique réalisée peut masquer D’activité réelle et on prend le risque d’écarter un composé
prometteur de la voie clinique. L’évaluation biologique est tres satisfaisante et I’on investira des forces
et des budgets a 1’avenir pour le développement d’un composé qui se révelera étre, pendant les essais

in vivo, inactif voire toxique.

Rassurons-nous, les PAINS sont connus a [’heure actuelle et des structures chimiques sont, a la
maniére de fragments, identifiées comme prédisposant a ces problemes. Cette propriété a fait perdre
beaucoup de temps et fonds de recherche et a donné lieu a la parution de nombreux errata dans la
littérature scientifique. Les journaux tels que Journal of Medicinal Chemistry demandent a ce que les
structures susceptibles d’étre publiées soient données dans des formats lisibles par des logiciels de

screening afin d’identifier les PAINS.

Les mécanismes d’interférences avec les méthodes de test sont multiples mais correspondent, pour la
plupart, a des phénomenes d’agrégation, de décomposition chimique, d’interaction avec des protéines
et/ou de fluorescence. Un article paru dans le journal Nature donne un exemple d’essai que 1’on peut
réaliser pour un inhibiteur enzymatique : lors d’une dilution importante si I’activité de diminue pas,
alors il faut suspecter une molécule PAINS.** Pour éviter ou déceler cette propriété, il est préconisé
d’utiliser au moins deux tests différents qui pourraient éventuellement étre complémentaires pour

prouver 1’activité recherchée.

La curcumine fait partie de cette catégorie de composeés car elle peut moduler la réponse de récepteurs
membranaire. Elle posseder une affinité pour la membrane, non pour le récepteur en question. Elle est
aussi capable de réagir de facon covalente et non-spécifique avec des protéines d’une maniére dite
non-médicamenteuse. Elle a fait I’objet d’une étude avec les autres composés dits phytochimiques
connus pour étre des PAINS. Ingoélfsson et al. se sont chargés de lister les interférences possibles de
ces derniers avec des essais in vitro dont le mécanisme est médié par une interaction non-spécifique

membranaire. 14



2.2.7. Stabilité de la curcumine

La stabilité d’une drogue est essentielle, sauf dans le cas d’une pro-drogue, & la conservation de son
activité pharmacologique. La connaissance de cette stabilité aide les scientifiques a optimiser la
formulation galénique nécessaire pour obtenir une biodisponibilité suffisante et limite la toxicité

occasionnée par les produits de dégradation ou de métabolisme.

La curcumine est un composé particulierement sensible car sa dégradation peut étre médiée par
plusieurs processus et générée dans différents milieux. Il existe deux grands types de dégradations in
vitro de la curcumine qui compliquent son usage dans 1’industrie pharmaceutique. Il y a la dégradation
due a son oxydation et les modifications structurales en découlant qui sont catégorisées en processus

photochimiques et chimiques. Un résumé sous forme de logigramme est proposé dans la rigure 27.

Degradation / modification mechanisms of curcumin
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Figure 27 : Résumé des modes de dégradation de la curcumine en fonction de ses états.*®

Nous avons vu combien chaque fonction chimique composant la curcumine est essentielle a sa
distribution dans I’espace et, par conséquent, a son activité. Il apparait alors évident que le résultat de
la production rapide de sous-produits chimiquement différents se traduira comme une diminution,

voire une perte totale d’activité.

2.2.7.1. Modification et dégradation oxydative in vitro de la curcumine

L’oxydation est le mode de dégradation principal de la curcumine. Il est médié par les Espéces
Réactives de I’0Oxygeéne ou ERO. La raison du pouvoir antioxydant de la curcumine réside justement

dans le fait qu’elle est oxydée par des radicaux centrés sur 1’oxygeéne produits physiologiquement tels
que le radical hydroxyle "OH, I’anion superoxyde O:" et des radicaux péroxyle ROO". Elle réagit

¢galement avec les radicaux centrés sur I’azote comme le radical NO- ou centrés sur le soufre comme



le radical glutathion GS-. Elle peut également réagir avec des oxydants comme le peroxyde
d’hydrogéne H,0: ou I’oxygene singulet 0,.% Ces propriétés réactives ne sont pas sans conséquences
sur la curcumine qui subit des modifications structurales ou des dégradations. Les modifications
structurales peuvent étre le résultat de cyclisations intramoléculaires ou de polymérisations induites

par la présence d’ERO.

La curcumine est également capable d’auto-oxydation pour former le méme type de composés

rencontrés aprés I’action des EROs.%°
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Figure 28 : Exemple de structures pouvant étre rencontrées a la suite de I'oxydation de la curcumine par des ERO in vitro.

Du point de vue des tests in vitro quant a 1’évaluation de son activité antioxydante, il est intéressant de
relever la réactivité de la curcumine avec des radicaux non physiologiques tels que le radical 2,2-

diphényl-1-picrylhydrazyle ou DPP-.°
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Figure 29 : Structure développée du radical stable N centré DPP-.

C’est un radical centré sur 1’azote qui est trés stable. On I’utilise pour évaluer I’activité anti radicaux-
libres de divers produits naturels comme la curcumine. Cette valeur traduira la pureté¢ de 1’extrait.

Nous étudierons 1’utilité de ce radical ultérieurement.

2.2.7.2. Dégradations photochimiques de la curcumine

La curcumine peut étre dégradée par la lumiere ou photo-oxydée car elle absorbe fortement dans les

longueurs d’onde du domaine du visible. On peut observer cette photo-dégradation quels que soient



son environnement chimique, ou son état cristallin ou solubilisé et ce, méme en 1’absence d’oxygene

ou de lumiére UV.

La dégradation photochimique de la curcumine a 1’état cristallin dépend du temps d’exposition a la
lumiére et semble dépendre du type de solvant utilisé pour I’extraction. Ainsi aprés 120 h de radiation
lumineuse, 1’on retrouve 34% de vanilline si I’on extrait a 1’aide d’éthanol contre seulement 2% a

’aide de méthanol (Figure 31).7

L’évaluation de la dégradation photochimique de la curcumine dissoute est plus complexe et tres
documentée. Les produits de dégradation sont les mémes qu’a 1’état solide et le solvant influe

également sur la cinétique de dégradation qui est mesurée par la constante de dégradation Kgeg.”

Réaction photochimique de type | (transfert d’électron)
3Cur+ 0, > Cur 4+ 0,*

Réaction photochimique de type Il (transfert d'énergie)
3Cur+ 0, > Cur + 10,

Figure 30 : Deux mécanismes de production d’ERO a partir de la 3Cur.

La curcumine peut également générer des radicaux libres, dont la plupart sont des EROs, par le
passage a un état triplet, riche en énergie, de la curcumine *Cur. Cet état triplet pour la curcumine se
compte en microseconde ce qui explique la rapidité de sa dégradation. Elle serait encore accélérée par
la présence de dioxyde de titane TiO, qui est utilisé dans les fabriques de coton pour « effacer » les
taches de curcuma.” Les EROs sont produites par des réactions photochimiques de type | par transfert

d’électron a un oxygeéne moléculaire O2* et de type II par un transfert d’énergie a un radical O,".”

2.2.7.3. Dégradations chimiques de la curcumine

A la photosensibilité de la curcumine il faut ajouter une dégradation rapide et conséquente dans les

milieux aqueux basiques tamponnés, dans les milieux de culture cellulaire et dans le plasma humain.

On distingue la solvolyse qui est due aux ions hydroxyles présents dans le solvant, des autres
processus de dégradation chimique non médiés par les radiations lumineuses. Les produits de la

solvolyse sont cependant moins nombreux. On retrouve la vanilline, ’acide férulique et le féruloyl

méthane.
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Figure 31 : Produits de solvolyse de la curcumine parmi lesquels on retrouve deux matiéres premieres : la vanilline et I'acide
férulique.



Les processus chimiques sont nombreux et sont majoritairement des mécanismes d’oxydo-réduction
faisant intervenir des ERO qui peuvent étre catalysées par des cations métalliques tels que le fer ou le
cuivre. Ces réactions peuvent conduire a des dimérisations ou des cyclisations en fonction des especes

radicalaires générées.*®

22.7.4. Conséquences de I’instabilité (photo)chimique de la curcumine pour les

préparations pharmaceutiques

L’instabilité de la curcumine est un des inconvénients a [’origine de nombreux problémes de
biodisponibilité et de formulation pour I’ensemble du corps médical, particulierement de 1’industrie

pharmaceutique et enfin pour les éventuels patients malades.

Sa stabilité vis-a-vis des solvants aqueux oblige les galénistes a inclure, pour une administration orale,
une grande quantité de curcumine pour compenser une baisse d’activité pharmacologique. Bien
évidemment, elle est dissoute dans des solvants pour lesquels sa stabilité est trés satisfaisante (DMSO,
éthanol) mais entre par la suite en contact avec les milieux aqueux du corps humain comme le suc
gastrique, le sang ou encore le cytosol cellulaire. De plus, on ne peut pas comparer directement les
milieux physiologiques avec des modeles in vitro de tampon en milieu aqueux. Il faut également
prendre en compte les éléments actifs constituant les milieux physiologiques. Ainsi, en situation
physiologique ou pathologique, les enzymes digestives, sanguines et cellulaires constituent également
de grands « obstacles » a surmonter afin d’observer une activité physiologique pour la curcumine. Des
essais cliniques ont montré que des administrations orales allant de 2 a 12 g.j* ne peuvent décemment

étre administrées a des patients atteints de cancers sans causer une baisse de 1’observance.’*™
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La curcumine est donc un composé issu du milieu naturel possédant de nombreuses fonctions
chimiques accompagnées d’une structure la rendant particuliérement adaptable a plusieurs cibles
moléculaires. Ceci lui procure une importance dans le domaine de la santé car elle est capable d’agir
sur des cibles impliquées dans plusieurs processus physiopathologiques dont le plus étudié a ce jour
est la cancérologie. Une partie sera donc consacrée a la description globale des atteintes cancéreuses et
des caractéristiques des cancers pour mieux appréhender les actions de la curcumine sur ces différents

éléments.

Plus récemment découverte intéressante pour ces propriétés remarquables dans les atteintes
neurodégénératives. La maladie d’Alzheimer et les actions de la curcumine sur ses causes
moléculaires seront particulierement développées dans ce chapitre en raison du faible nombre de
solutions aujourd’hui proposées pour soigner cette maladie. La potentialité pléiotrope de la curcumine
dans les pistes de traitement de cette maladie multifactorielle aux causes moléculaires complexes est
pertinente. Ces derniéres décennies ont été marquées par de nombreuses études fondamentales et
cliniques qui, sans permettre d’améliorer les pronostics, ont accru les espoirs de mettre au point des

thérapies modifiant 1’évolution de la maladie.

1. Cancérologie

Apres la description des caractéristiques des cellules tumorales et leur organisation en différentes
catégories, nous décrirons pour lesquelles la curcumine présente un intérét pharmacologique et

comment elle intervient a ces niveaux.

1.1. Caractéristiques communes aux processus tumoraux

La nature complexe des cellules tumorales est trés profondément étudiée. Il en résulte une multitude
d’implications moléculaires ou bio moléculaires et ce, dans plusieurs cascades de signalisations le plus
souvent liées entre-elles ou indépendantes. Devant cette complexité et dans I’esprit d’aider a
répertorier les données cliniques et expérimentales Hanahan et Weinberg ont organisé les observations
phénotypiques des cellules tumorales en huit caractéres permettant de différencier d’une cellule

saine.”877

Heger et al. dans la revue Cancer Pharmacology of Curcumin donnent une version simplifiée de ces 8
caractéristiques afin de mieux appréhender les roles de la curcumine sur les cellules tumorales. Cette
classification repose sur huit chiffres Romain précédés du H de I’anglais Hallmarks traduit par

« caracteres » en francais, soit H-1 a H-VI11.%
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Figure 32 : Schéma général des caractéristiques du cancer proposé par Hanahan et Weinberg?’®

Le caractéere souverain d’une cellule tumorale est sa capacité a maintenir un état de prolifération
permanent, c’est la catégorie H-I. C’est le résultat d’une augmentation pathologique des
concentrations de facteurs de croissance cellulaires et /ou d’une mutation « activatrice » ordonnant la

surexpression de génes codant pour des récepteurs aux facteurs de croissance.

Les tissus sains répondent a ces anomalies en produisant des facteurs d’inhibition tels que les facteurs
de croissance transformant (TGF) B ou des inhibiteurs de cycle cellulaire.”® Cependant les cellules

tumorales sont devenues insensibles a ces signaux de non-croissance (H-I1).

Les cellules saines sont capables de se renouveler un nombre limité de fois. Cela est dii aux extrémités
de I’ADN, les téloméres, qui sont diminués a chaque cycle cellulaire. Dans les cellules tumorales,
I’enzyme chargée de « reconstruire » les télomeres, la télomérase, est surexprimée et la longueur des
télomeres est conservée a chaque cycle cellulaire. Ceci donne une capacité de réplication d’ADN et un

nombre de cycles cellulaires illimités (H-111).7

Le développement d’une tumeur cancéreuse n’est pas reconnu par le systtme immunitaire comme
anormal, c’est la quatriéme catégorie de dysfonctionnement d’une situation tumorale (H-I1V). En
situation pathologique, le développement de la masse tumorale est appuyé par une forme de sélection
naturelle de la part du systéme immunitaire. Les cellules hautement immunogénes sont remplacées par
des cellules a potentiel faiblement immunogene. De plus, les cellules tumorales sont capables de
moduler leurs sécrétions de cytokines afin de diminuer le nombre de cellules cytotoxiques locales

telles que les Lymphocyte T cytotoxiques ou encore les cellules natural killer (NK).&

Les cellules cancéreuses sont également capables d’inverser la balance physiologique qui existe entre
les protéines pro- et anti-apoptotiques. Cette inversion se fait au profit de ’expression des genes
codant pour les membres anti-apoptotiques ou protéines de survie de la famille Bcl-2 et entraine une

résistance intrinséque et extrinséque a la mort cellulaire programmée (H-V).8

47



D’un point de vue métabolique, ces cellules qui se divisent sans cesse et anarchiquement ont besoin de
nutriments et sont capables de reprogrammer leur métabolisme énergétique jusqu’a des taux
disproportionnés d’utilisation du glucose et de la glycolyse anaérobie (H-VI). Reliée au probléme de
nutriments et d’oxygene, 1’augmentation de leur métabolisme ne suffit pas pour contenter leurs
besoins métaboliques, et le microenvironnement tumoral a besoin de nouvelles voies d’acheminement
de nutriments qui se manifestent par la création de vaisseaux sanguins ou angiogenése (H-VII). Ce
phénoméne angiogénique est médié principalement par les cellules immunitaires de lignée myéloide
qui sont attirées par chimiotactisme dans le microenvironnement tumoral. Une fois sur place, ces
leucocytes sécrétent des protéases et des chimiokines qui vont non seulement induire une sécrétion de
facteur de croissance épidermique et vasculaire (VEGF) mais également réprimer les messagers anti-

angiogéniques comme I’interleukine (IL) -12.82

Une fois les néovaisseaux formés, la dissémination des cellules tumorales peut commencer. Elles
quittent le foyer primaire et rejoignent les voies sanguines ou lymphatiques. Les cellules anormales
vont proliférer et former un foyer tumoral secondaire appelé métastase. Les organes proches sont
touchés, comme les ctes ou les vertebres cervicales dans le cas de cancer mammaire ou pulmonaire.
On retrouve également des atteintes d’organes a distance du foyer primaire dans les organes a fort
débit sanguin comme le foie ou les reins. Cette caractéristique de migration de cellules tumorale et

d’invasion d’organes sains est la huitiéme présentée par Hanahan (H-V111).8

1.2. Cibles moléculaires directes de la curcumine et conséquences

pharmacologiques

1.2.1.Récepteurs de la famille ErbB

Cette famille de récepteurs est constituée de quatre sous-familles : ErbB-1 codé par HER1 qui est le
facteur de croissance épidermique (EGFR), ErbB-2 codé par HER2/neu qui est un proto-oncogene

responsable de la prolifération cellulaire anormale dans des processus tumoraux, ErbB-3 et ErbB-4.

Au niveau structural, ce sont des protéines transmembranaires dont le domaine extra cellulaire est
riche en résidus cystéines et le domaine intra cellulaire possede une tyrosine kinase. Ces récepteurs
sont capables de former des hétéro- ou homo-diméres actifs s’autophosphorylant pour induire un

signal cellulaire.
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Figure 33 : Schémas des différents sous-types de récepteurs ErbB et les principaux ligands ainsi que leurs affinités
respectives pour tel ou tel récepteur. La croix indique que NRG-1 empéche la transduction d’un signal par sa fixation sur
I’'hnomodimére ErbB-3.84

Gréce aux capacités acceptrices de Michael de son linker central, la curcumine est capable de se fixer
de maniére covalente sur le domaine tyrosine kinase des récepteurs ErbB-2.85 Elle peut ainsi inhiber la
phosphorylation de I’ATP considérée comme « cause » de prolifération cellulaire permanente (H-1).
Un mode d’action similaire est applicable sur les récepteurs ErbB-1 et passe par deux voies de
signalisation différentes. La voie du Ras-Raf-MAPK qui ne concerne que les récepteurs ErbB-1 et
celle de PI3K-Akt qui concerne les récepteurs hétéro-dimériques ErbB-1/2. Dans ce cas, la curcumine
se fixe aussi de maniére covalente sur le domaine tyrosine kinase d’ErbB-1 et condamne ce dernier a
étre dégradé par la voie des ubiquitines dans le protéasome. Ce phénoméne conduit & une diminution
directe du nombre de récepteurs capables de capter des facteurs de croissance ce qui réduit la
prolifération cellulaire (H-1).

La curcumine agit sur I’insensibilité aux facteurs inhibiteurs de cycle cellulaire (H-1I) en induisant
I’expression de génes codant pour des protéines inhibitrices du cycle cellulaire telles que pRB ou
p53.8¢ Cette induction est liée a I’inhibition, médiée par la curcumine, de la voie de signalisation ErbB-
1-Akt qui entraine une activation de la protéine p53 en cas de stress oncogénique. De la méme fagon,
Lee et Chung ont montré que la curcumine, par I’activation de la protéine p53, réprime indirectement
la production de télomérases ce qui permet de réduire la taille des téloméres et diminue le nombre de
réplications possibles de la cellule tumorale issue de cancers pulmonaires non a petites cellules

humains.®’

La diminution du nombre de récepteurs ErbB-1 entraine une diminution de la résistance a 1’apoptose
(H-V) grace a la non-répression de la protéine p53 qui induit I’augmentation des taux de membres pro-
apoptotiques de la famille Bcl2.288 Cette diminution est également importante dans la lutte contre
I’angiogenése (H-VII) et le développement de métastases (H-VII) car la dégradation d’ErbB-1 entraine
une diminution de la protéine NF-kB responsable de la hausse de la traduction de facteurs de

croissance proangiogéniques tels que le VEGF.%
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1.2.2.Les protéines kinases C

Les protéines kinases C ou PKC constituent une famille contenant une dizaine de sérine/thréonine
kinases et sont classées selon leur mode d’activation et leur spécificité de substrats. Ce sont des
protéines intracellulaires qui sont activées par le calcium ou du diacylglycérol produit par les protéines
G couplées a des récepteurs (GPCR) et le VEGRF2. Ces deux voies de signalisation métabolique sont
placées au centre de processus malins depuis plusieurs années et il a été prouvé que la stimulation des
PKC est liée au développement, a la progression et a la métastase de tumeurs malignes.*® Par
conséquent, ’augmentation de I’activité des PKC a été pendant longtemps corrélée a la présence d’un
processus tumoral. Depuis peu, 1’étude de ’ensemble des isoformes de cette famille tend a montrer
que chaque isoforme joue un réle dans une voie de signalisation différente qui peut avoir des effets
OppOosés.

Les études de docking moléculaire nous apprennent que la curcumine interagit avec le domaine C1B
de la PKC9 par I’intermédiaire de deux liaisons hydrogeéne, 1’une entre un groupement hydroxy et la
fonction carbonyle de la leucine 251, la seconde entre un oxygene phénolique et ’amide de la

glutamine 257.%

Figure 34 : Modele de curcumine en contact avec PKC§, les atomes d’oxygene sont en rouge et les liaisons hydrogenes
potentielles sont représentées par des pointillés rouges avec la lysine 251 et la glutamine 257. Les petites spheéres grises
sont des atomes de Zinc.%?

En modulant I’activité des voies de signalisation médiées par des PKC, la curcumine a montré qu’elle
pouvait promouvoir 1’apoptose et inhiber la formation de nouveaux vaisseaux sanguins (H-V et H-
VI1).9293
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1.2.3.Enzymes impliquées dans la synthese des prostaglandines

Les prostaglandines ou PG sont un groupe de lipides dont certains peuvent posséder la fonction de
messagers. Elles sont produites par des cascades enzymatiques en réponse a des médiateurs pro
inflammatoires ou des facteurs de croissance. Au niveau cellulaire, la cyclo oxygénase 2 ou COX-2 est
une enzyme clé dans la synthése des prostaglandines. La COX-2 est cytosolique et induite par des
facteurs environnementaux comme le stress oxydatif et la libération de messagers pro-inflammatoires

que I’on retrouve fréquemment en situation pathologique chronique, aigué ou tumorale.®

La surproduction de PG suite a ’induction de la traduction de COX-2 entretient une inflammation
tissulaire continue en situation tumorale. Ceci est propice a la vasodilatation et a I’apport de
nutriments contribuant ainsi a la croissance de la masse tumorale et peut également faciliter la
dissémination des cellules tumorales vers les vaisseaux sanguins puis les autres organes (processus

métastatique).

COX-2

Figure 35 : Modélisation de la cyclooxygénase-2 et représentation de son site actif.?>

Le r6le central attribué aux PGs dans 1’oncogenése a fait de la COX-2 une cible de choix dans le
traitement des cancers par 1’élaboration d’inhibiteurs de COX-2 en tant qu’agents de prévention ou
cytostatiques. Malheureusement, ces agents se sont révélés antiagrégants plaquettaires, effet
secondaire redoutable empéchant leur utilisation chez des patients déja fragilisés par une pathologie

cancéreuse.%

La curcumine peut interagir directement avec la COX-2, sur son site actif, par I’intermédiaire
d’interactions hydrophobes majoritairement et d’une liaison hydrogéne avec la sérine 530. Le fait
qu’elle se fixe dans le site catalytique indique qu’elle agit de mani¢re compétitive a 1’acide
arachidonique qui en est le substrat naturel. Cependant, I’activité de la COX-2 n’est diminuée que de

20% en présence de curcumine. La curcumine reste intéressante car elle agit a d’autres endroits dans
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I’anabolisme des PGs, notamment en amont, en diminuant la phosphorylation de phospholipase A2

cytosolique (CPLA).”’
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Figure 36 : Modélisation par docking du complexe COX-2/curcumine et représentation des acides aminés présents dans le
site actif engageants des interactions hydrophobes avec les noyaux aromatiques de la curcumine et une liaison hydrogéne
avec la Ser530 avec un groupement méthoxy.

L’inhibition de la synthése des PGs par la curcumine a de 1’influence sur plusieurs caractéristiques du
processus cancéreux. La concentration de NF-kB est dépendante de nombreux facteurs dont la
présence de PGs (nous avons évoqué précédemment le role de ce dernier dans I’angiogenése via la
protéine p53) et NF-«B intervient également dans les cascades apoptotiques en régulant la sécrétion de
microARN-21 qui est pro-apoptotique. La diminution de la production de PGs entrainée par la
curcumine va donc avoir un impact pro-apoptotique (H-V). La surexpression de VEGF dépend
partiellement de la présence de PGs.%® Par cet intermédiaire la curcumine, en régulant négativement la
production de PGs, exerce une activité anti-angiogénique (H-VII). La curcumine est aussi capable de
rétablir un équilibre en faveur d’une immunité acquise par I’intermédiaire de la baisse du recrutement

de macrophages qui sont des cellules de I’immunité innée et non spécifique (H-1V).*

1.2.4.Le récepteur a la vitamine D.%°

La vitamine Ds est une hormone stéroidienne dont le 10,250(OH)2Ds, ou calcitriol, apres avoir subi
trois étapes d’activation successives, dans la peau, le foie et les reins, est le métabolite actif. Le
calcitriol est considéré depuis longtemps comme un élément indispensable dans le maintien de
I’homéostasie calcique et du remodelage osseux. Depuis moins d’une dizaine d’années, on lui
reconnait une propriété anticancéreuse par le contrdle de la survie et de la prolifération cellulaire.
Nous savons aussi que dans une pathologie tumorale, il y a une déplétion de vitamine D dans la cellule
et le cycle cellulaire peu « s’emballer ». La curcumine a été récemment identifiée comme étant un
ligand direct du récepteur a la vitamine D ou RVD. Le K; de la curcumine pour le RVD est de 2,9 uM,
affinité ne pouvant pas pleinement expliquer son activité. Sa puissance réside dans le fait qu’elle

possede une constante de dissociation, en présence de vitamine Ds, avec le complexe VitD/RVD ou Kgy
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de I’ordre de 0,1 nM. La curcumine peut donc ainsi rétablir une régulation de la multiplication

cellulaire quand il y a une insuffisance en vitamine D3 (H-1).

1.2.5.Acide Désoxyribo Nucléique

En situation physiologique, en amont de la division cellulaire, le patrimoine génétique de la cellule
mere doit étre sain car I'information génétique héréditaire transmise doit étre intacte. Si un défaut
mineur apparait sur le matériel génétique, alors des processus se mettent en place pour le réparer.
Lorsque ces défauts sont trop importants, la cellule mére émet des signaux de non viabilité et sa
destruction est programmée. C’est un processus de mort cellulaire programmée que I’on appelle
« apoptose ». De cette mani¢re une anomalie génétique susceptible d’induire un processus cancérigene

ne perdure pas dans la filiation.

Certaines erreurs génétiques peuvent parfois étre conservées ou non détectées par les éléments
réparateurs et, lorsque ces erreurs sont associées a la déficience de signaux apoptotiques, la cellule
peut entrer dans un processus cancéreux. On retrouve dans les chimiothérapies anti-cancéreuses
conventionnelles des agents ayant pour cible 1’acide désoxyribonucléique ou ADN, support de
I’information génétique. De plus, les cellules cancéreuses se multiplient beaucoup plus vite que les

autres et c’est un moyen de cibler les cellules malades.

Figure 37 : La curcumine modélisée dans le petit sillon d’'un fragment d’ADN. Elle interagit directement par des liaisons
hydrogénes et par I'intermédiaire de molécules d’eau représentées en bleu.100

La curcumine est capable de se lier a I’ADN sur les thymines dans les petits sillons et les adénines et
guanines dans les grands sillons de la double hélice par I’intermédiaire de liaisons hydrogéne directes

ou médiée par des molécules d’eau. Cette interaction est responsable d’un arrét du cycle cellulaire (H-
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I) et d’une induction d’apoptose (H-V). On peut ajouter a ce panel d’activités anti-cancéreuses des

processus de modulations épigénétiques induits par la curcumine. 1%

La curcumine est capable d’induire et de réguler certains phénoménes épigénétiques engendrant des
modifications d’encombrement stérique sur les histones qui ont pour role de réguler les régions
pouvant étre transcrites ou non de I’ADN par ’intermédiaire de la stabilisation des nucléosomes. Les
nucléosomes sont des éeléments nucléaires constitués de 8 sous unités appelées histones autour
desquelles ’ADN s’enroule pour former ce que 1’on appelle la chromatine condensée ou
hétérochromatine. Le complexe nucléosome/ADN est stabilisé par I’histone H1 qui est une histone
extérieure au nucléosome. La forme de I’histone H1 et des autres histones, par le biais
d’acétylation/déacétylation réalisées par les enzymes respectives histone acétyltransférases (HAT) et
histone désacétylases (HDACs), régule la condensation de I’ADN. Il existe d’autres réactions

épigénétiques comme la méthylation de I’ADN controlés par les DNA méthyltransférases (DNMTs).

Chromatin

° Histones
e—7

DNA

Histone tail

Nucleosome
(Core of 8 Histone molecules)

Figure 38 : Schéma représentant la chromatine condensée formée d’ADN enroulé autour des nucléosomes et stabilisés par
I"histone H1.10?

Ces phénomeénes épigénétiques régulent 1I’expression de microRNA (miRNA) qui sont les fruits de la
transcription de certaines régions de I’ADN. La curcumine ainsi que certains régimes alimentaire ont
été identifiés comme capables d’altérer 1’expression des miRNA en ayant une action sur les enzymes
HDACSs, HATs, DNMTs. L’action de la curcumine sur ces enzymes est responsable, accompagnée de

I’ensemble des mécanismes déja décrits, de 1’apoptose cellulaire dans les situations tumorales.
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La curcumine présente une potentialité pléiotrope dans le traitement de la MA, maladie
multifactorielle aux causes moléculaires complexes. Elle agit directement en tant qu’inhibiteur de
[’agrégation des peptides A et de [’agrégation de la protéine Tau hyperphosphorylée et indirectement
grace a linhibition d’enzymes responsables de cette hyperphosphorylation. Elle posséde également
des propriétés chélatantes d’ions métalliques, antioxydantes et anti-inflammatoires. La suite de ce

manuscrit est dédiée a la description de la MA et des actions de la curcumine sur cette pathologie.

2. Maladie d’Alzheimer

Il existe de nombreuses formes de démences. La démence est un syndrome qui est la conséquence de
plusieurs troubles neuro-pathologiques qui s’installent progressivement. L’affection de la mémoire, du
comportement et du raisonnement empéche les personnes atteintes de réaliser les gestes du quotidien.

La maladie d’Alzheimer (MA) fait partie de ces neurodégénérescences qualifiées d’irréversibles.

Il est indispensable de bien connaitre cette maladie multifactorielle afin d’apprécier la multitude de
cibles moléculaires qui s’offrent a la science pour essayer d’enrayer sa progression et pour comprendre

les effets multiples que la curcumine peut exercer.

2.1. Généralités sur la Maladie d’Alzheimer

La MA a été décrite pour la premiere fois en 1907 par le neuropsychiatre Allemand Alois
Alzheimer,%2 3 partir de I’étude d’une patiente Agée de 51 ans admise dans un asile psychiatrique pour

cause de démence.

Il existe deux formes de MA, une familiale et une sporadique. La forme familiale est héréditaire et
génétique, elle se manifeste assez tot (< 60 ans) et ¢’est la moins fréquente (5 a 8 %). Sa transmission
obéit aux lois de Mendel et s’effectue selon un mode autosomique dominant. Les mutations génétiques
transmises portent sur les geénes codant pour la Protéine Précurseur de I’Amyloide (APP) et les
Préseénilines 1 et 2 (PSEN1, PSEN2). La MA sporadique est majoritaire, non héréditaire. Elle se
manifeste plus tardivement (> 60 ans) et représente 90% des formes de MA. Il existe une
prédisposition génétique pour les patients qui sont porteurs d’une altération allélique sur les genes

codant pour I’apolipoprotéine E (ApoE).
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Figure 39 : Influences des différents stades de la vie sur le vieillissement cérébral basé sur les mesures du volume
intracranien (ICV), de la masse de substance grise (GM) et blanche (WM).103

Cette forme sporadique est aussi la conséquence de plusieurs facteurs environnementaux tels que
I’alimentation, le tabagisme, la consommation d’alcool ou la sédentarité physique. On retrouve méme
certains facteurs sociaux comme 1’éducation ou le déroulement de la période de croissance prénatale
qui seraient des paramétres influencant la qualité du vieillissement cérébral et qui sont a prendre en

compte dans le risque de développer une MA sporadique.*®

2.1.1. Enjeux économiques et médicaux

La MA, forme de démence la plus commune chez la personne agée, est un trouble chronique,
progressif, dégénératif et irréversible du cerveau accompagné de déficits mnésiques et cognitifs.1%
Entre 2011 et 2014, ’estimation du nombre de personnes atteintes de MA dans le monde est passée de
35,6 millions a 44 millions. Ce chiffre devrait tripler d’ici 2050. Cette augmentation sera
particulierement constatée dans les pays en voie de développement. Les plus fortes augmentations sont
prévues en Chine, en Inde et chez leurs voisins du Sud Asiatique et de I’Ouest Pacifique. Les cofits

globaux engendrés par les démences séniles étaient estimés a 604 Milliards de dollars en 2011.1%
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Figure 40 : Dispositifs Frangais de prise en charge pour les personnes atteintes de la MA en 2007.105

La Figure 40 représente les institutions francaises et les relations médico-sociales qui existent entre-
elles. Un plan « Solidarité grand &ge » a permis aux Etablissement d’hébergement pour personnes
agées dépendantes (EHPAD) de pouvoir accueillir plus de patients Alzheimer dans des secteurs

spécifiques dit « protégés ».

La maladie d’Alzheimer a été décrétée « grande cause nationale » en 2007 et I’ Agence Nationale de la
Recherche (ANR) s’est vue dotée d’un milliard et demi d’euros pour lancer le « Plan Alzheimer 2007-
2011 », d’une envergure égale a celle du « Plan Cancer ». Un deuxiéme plan Alzheimer annoncé en
2014 a été intitulé « Plan Maladie Neurodégénératives 2014-2019 ». Il comprend cette fois-ci des axes
de recherche portant sur d’autres maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson et en
outre I’enveloppe s’en trouve considérablement réduite. Son montant s’éléve a 470 millions

d’euros.10%106

2.1.2. Sémiologie et critéres diagnostiques

La MA est une maladie neurodégénérative corticale d’évolution lente entrainant un déclin cognitif
continu et irréversible. Elle se traduit cliniquement comme un déficit cognitif multiple comprenant a la
fois une amnésie (altération de la mémoire) et 1’'un ou plusieurs des troubles suivants : aphasie
(difficultés a parler ou comprendre des paroles), apraxie (problémes de préhension d’objet), agnosie
(déficit de la reconnaissance d’objets ou de personnes) et/ou un syndrome dysexécutif (projets,

organisation, pensées abstraites).’”” Lors de 1’anamnése, doivent étre écartées les autres causes
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d’affections du systéme nerveux central, les affections systémiques générales (hypothyroidie,
neurosyphilis, SIDA terminal, ...), les affections toxicologiques chroniques (alcoolisme, dépendance

opiacées, ...) ou une affection psychiatrique sous-jacente.

Le diagnostic de certitude de la maladie d’Alzheimer (MA) est aujourd’hui encore effectu¢ post-
mortem. C’est pourquoi on retrouve en clinique la notion de « démence sénile de type Alzheimer »
pour un ensemble de patients agés souffrant de confusion progressive. Aujourd’hui, la science permet
a la médecine d’établir un diagnostic précoce fiable grace a 1’association de critéres cliniques,
d’imagerie médicale et enfin, si nécessaire, de dosages ou détection de marqueurs biologiques. Mais
pour que le diagnostic soit établi avec le moins de biais possibles, le cheminement du patient est trés

balisé et I’enchainement des étapes doit étre respecte.

Il commence chez le médecin généraliste qui s’aide de questionnaires types comme le Mini Mental
State Examination ou MMSE, décrit par Folstein en 19751 et recommandé par le Groupe de

Recherche sur les Evaluations Cognitives ou GRECO depuis les années 90 en France.®

Si le patient montre une perturbation de la cognition il est alors adressé a un réseau de soin constitué
de praticiens spécialistes que 1’on appelle « consultation mémoire de proximité » ; on en dénombre
400 en France aujourd’hui. Dans ces structures, sont alors réalisés des tests neuropsychologiques afin
d’aider le patient a évaluer les répercussions psychologiques de ses troubles cognitifs sur lui-méme et
son entourage; puis une imagerie par résonance magnétique qui a pour but de déceler une anomalie de

forme et de volume de 1’hippocampe (région corticale touchée précocement dans la MA).

Lorsque le patient est jeune ou s’il subsiste un doute sur le diagnostic, il peut alors étre conduit vers un
centre expert (un par région en France) ou un complément de diagnostic sera établi par dosage des
marqueurs biologiques présents dans le liquide céphalo-rachidien. Ces marqueurs biologiques seront
décrits dans un paragraphe ultérieur. Cet examen complémentaire ne met pas en évidence les Iésions

de la maladie mais en est le reflet et est fiable a 85% lorsque le cheminement patient est respecté.

2.2. Physiopathologie et causes moléculaires de la maladie d’Alzheimer

La MA est une maladie multifactorielle qui s’articule autour de deux types de lésions cérébrales
principales : les plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires (DNF). Les hypothéses
physiopathologiques de la MA sont basées sur ’analyse spatio-temporelle des Iésions ainsi que sur la
perturbation de 1’homéostasie environnementale a proximité de celles-ci. Les processus de formation
et de progression de ces Iésions ont été étudiés au niveau moléculaire pour mettre en évidence

plusieurs protagonistes directs.
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Au niveau moléculaire direct, ce sont des problémes d’ordre protéique qui sont les éléments originels
de la pathogenése Alzheimer. Le peptide B-amyloide ou ApS est responsable de la formation des
plaques séniles. Son accumulation est le fruit de dysfonctionnements physiologiques tant au niveau de
sa production, a partir d’une Protéine Précurseur de I’Amyloide (APP) clivée par diverses sécrétases,
qu’au niveau de sa clairance. L’origine des DNF est due a 1I’hyperphosphorylation anormale de la
protéine Tau dans 1’espace intraneuronal. Ces deux dysfonctionnements protéiques sont liés et
engendrent des modifications de 1’équilibre physiologique cérébral aux niveaux biochimique et
biologique qui sont des facteurs aggravant de la dégénérescence neuronale. On peut citer la
perturbation de I’homéostasie des métaux, la présence d’un stress oxydatif permanent auto-entretenu

par un état d’inflammation continue, le tout accompagné d’un dysfonctionnement mitochondrial.

Ces dysfonctionnements moléculaires et les liens plus ou moins étroits existant entre-eux sont a
I’origine de I’établissement de plusieurs théories ou hypothéses mettant en relief ces causes et les
interrelations existant entre-elles. L’intérét scientifique et thérapeutique que peut apporter la
curcumine dans ce cadre sera développé. Nous verrons ensuite les différents moyens existant pour

évaluer I’activité de composés d’intérét thérapeutique dans le traitement de la MA.
2.2.1. Des hypothéses pour mieux comprendre la maladie

La pathogenése de la MA est complexe. Au fil des avancées sur les connaissances des causes
moléculaires et des dysfonctionnements qui en découlent, plusieurs hypothéses sont émises afin de
tenter d’expliquer le déroulement et I’imbrication entre ces faits. Il en existe essentiellement trois : la
théorie cholinergique est la plus ancienne tandis que I’hypothése amyloide et la théorie de la

pathologie Tau sont basées sur des éléments découverts plus récemment.
2.2.1.1. Hypothése cholinergique et les traitements actuels

Basée sur I’atteinte du systéme cholinergique rencontrée dans la MA, elle est la mieux connue. A ce
jour, les stratégies thérapeutiques disponibles sont issues de cette hypothése. Il n’existe d’ailleurs sur
le marché quasiment que des médicaments agissant sur le systéme cholinergique sur lesquels nous

reviendrons plus tard.

Des explorations biochimiques de patients atteints de MA ont révélé que le déficit en acétylcholine
dans le cortex cérébral est redondant et ont fait naitre cette hypothése. Au fil du temps, les plaques
amyloides ont été incriminées in vitro préférentiellement dans la dégénérescence des neurones du
cortex affectant donc la transmission cholinergique. Puis les symptoémes neurologiques ont été reliés a
ce déficit. Ont alors vu le jour de nombreuses études visant a restaurer, de maniere symptomatique,
cette neurotransmission.!® Elles ont permis d’identifier une enzyme, I’acétylcholinestérase (AChE),

responsable de I’hydrolyse de I’acétylcholine en choline, comme cible préférenticlle. Il en résulte
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qu’aujourd’hui sur le marché du médicament, 4 inhibiteurs d’AChE composent 1’arsenal thérapeutique

disponible.

La base pharmacologique de leur mécanisme d’action est d’augmenter les taux d’acétylcholine
synaptiques par I’inhibition de cette AChE au niveau du systéme nerveux central. La tacrine, spécialité
COGNEX®, fut la premiére molécule utilisee mais elle a été retirée du marché pour sa forte
hépatotoxicité et ses effets secondaires cholinergiques. Ne sont donc disponibles aujourd’hui que le
donépézil (ARICEPT®), la rivastigmine (EXELON®) et la galantamine (REMINYL®) qui sont
indiqués dans le traitement symptomatique de la MA dans ses formes légeres a modérées. Ces

médicaments ne sont plus remboursés qu’a 15% par la Sécurité Sociale en France depuis 2013.1!

Pour compléter la liste des médicaments disponibles, un seul d’entre-eux est indiqué dans les formes
modérées a sévere, la mémantine (EBIXA®). C’est un antagoniste des récepteurs au N-méthyl-D-
aspartate du glutamate, neurotransmetteur dont la libération excessive a un rdle dans la
dégénérescence neuronale. C’est le premier médicament a sortir sur le marché qui présente un

mécanisme d’action différent des inhibiteurs d’AChE.

Inhibiteurs d’ Acétylcholinestérase
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Figure 41 : Structure des médicaments inhibiteurs d’AChE et antagoniste des récepteurs NMDA disponibles pour traiter la
MA (en gras), et la tacrine qui a été retirée.

Des facteurs de croissance ont été proposés afin de rétablir le fonctionnement de la transmission
cholinergique en favorisant la différenciation de fibroblastes en neurones. Le principe est
d’administrer des neurotrophines en intraventriculaire cérébrale mais les améliorations cognitives

n’ont jamais été démontrées lors des phases d’essais cliniques.!!2
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2.2.1.2.  L’hypothese des protéines Tubule-Associated Unit (Tau)

Contrairement a la perte de transmission cholinergique qui est une conséquence de la dégénérescence
neuronale, les lésions neurofibrillaires intraneuronales sont directement responsables de celle-ci. Elles
sont faites de protéines Tau. Les protéines Tau sont retrouvées essentiellement dans les neurones et
appartiennent a la famille des protéines associées aux microtubules (MAP). Elles ont un rdle dans la
stabilisation des microtubules. Leur état de phosphorylation détermine leur capacité de fixation aux
microtubules qu’elles vont ou pas stabiliser. Nous reviendrons plus tard en détail sur cette cause
moléculaire. Avec ’age apparait une dérégulation positive chez les kinases responsables de sa
phosphorylation ce qui va la faire s’agréger en amas et ainsi causer la mort neuronale. L hypothése
Tau est basée sur des faits découverts plus récemment par rapport a I’hypothése cholinergique. C’est
une des raisons pour lesquelles il n’existe pas aujourd’hui de médicament sur le marché. Agir sur cette
cause directe de neurodégénérescence est un réel espoir de pouvoir lutter contre les symptdmes de la
MA. Dans les voies de recherche actuelles on trouve des stratégies d’inhibition de 1’agrégation de cette
protéine Tau hyperphosphorylée afin d’empécher de former des amas neurotoxiques. Sont également

développés des inhibiteurs de kinases responsables de cette hyperphosphorylation.
2.2.1.3.  L’hypothése de la cascade amyloide

Selon I’hypothése de la cascade amyloide, les agrégats de peptides AS dans différentes aires cérébrales
sont & I’origine de la pathologie Alzheimer. L’accumulation de ces plaques semble étre 1’élément
déclencheur d’une cascade, constituée de dommages neuronaux et de la formation de DNF via la
protéine Tau, conduisant a la mort des neurones. Cette hypothése est appuyée par de nombreuses
études génétiques, biochimiques et pathologiques. Le détail des évenements de cette cascade sera
décrit par la suite. Le peptide AS et différentes formes d’agrégats sont au centre de nombreuses
stratégies de recherche visant a diminuer sa production ou augmenter sa clairance. Beaucoup de
candidats médicaments ont participé aux essais cliniques mais a 1’heure actuelle aucun n’est autorisé a

étre utilisé en pratique.
2.2.2. Peptide amyloide et plaques séniles

En 1984, Glenner et Wong isolent le peptide Ag a partir de capillaires méningés de patients atteints de
la MA. Un an plus tard, ce méme peptide est incriminé et considéré comme constituant essentiel des
plagues séniles par Masters et al.'®* Cette agrégation est trés étudiée car elle est I'une des grandes
causes moléculaires de la pathologie Alzheimer. L’ensemble du corps médical et les scientifiques

s’accordent a I’appeler la théorie amyloidogénique.
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Figure 42 : Plaques séniles marquée avec des Anticorps anti- Afj;.4,11* et fibrilles amyloides observées en microscopie
électronique a balayage : (A) fibrilles Af;1.42 non marquées, (B) fibrilles Afi1.40 non-marquées, (C) fibrilles A81.4> marquées
avec de la tétraméthylrhodamine (TMR), (D) fibrilles Af1.40 marquées a la TMR .115

2.22.1.  Protéine Précurseur de I’Amyloide ou APP.

Le peptide Af est un produit du métabolisme de I’APP. L’APP est codée par un géne comprenant 18
exons localisés sur le chromosome 21 et dont les exons 16 et 17 codent pour le peptide AB.1*6 On
dénombre plus de 6 mutations sur les exons 16 et 17 codant pour I’APP et les pré-sénilines 1 et 2
incriminées dans la pathologie Alzheimer pour les formes familiales autosomiques dominantes. Cette
protéine transmembranaire est ubiquitaire du corps humain et des membranes, on la retrouve dans les
membranes plasmiques mais également sur les réticulums endoplasmiques, 1’appareil de Golgi, etc...
Elle a des fonctions d’adhésion cellulaire, neurotrophique, de communication intercellulaire et posséde

également un role dans les voies de signalisation intracellulaires noyau-membrane.
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Figure 43 : (gauche) Représentation du domaine transmembranaire de I'’APP et des points de clivages enzymatiques des a-
B- et y-sécrétases.!” (droite) Schéma de I’APP et des différents points de clivage dans lequel I'n-sécrétase récemment
découverte apparait. www.alzforum.org dernier acces le 05/10/2015.
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En situation physiologique, I’APP est clivée par des sécrétases les a- B- et y-sécrétases en différents
endroits et dont les activités sont fonction de I’dge. Chez un sujet jeune, les a- et les y-sécrétases sont
les enzymes prédominantes, on dit que I’APP est clivée selon une voie dite non-amyloidogénique car
un des produits du clivage est le peptide neuroprotecteur et neurotrophique sAPPa. Ce peptide est
d’intérét scientifique dans les diverses voies de traitements possibles de la MA.''" La promotion de sa
production peut notamment étre induite par 1’intervention d’agoniste des récepteurs a la sérotonine de
type 4 (5-HT4R).

Avec I’age et en présence de certains facteurs favorisants, les B-sécrétases tendent a remplacer les a-
sécrétases, c’est alors la voie amyloidogénique de clivage de I’APP qui est prédominante. On assiste a
la production accrue du peptide amyloidogénique Ap accompagnée de la diminution de production de
sAPPa.

Les progres récents dans le domaine de la biologie moléculaire ont permis d’identifier une nouvelle
enzyme appelée n-sécrétase qui serait responsable d’un clivage de I’APP dont Willem et al. viennent

de démontrer qu’il serait responsable d’une inhibition d’activité neuronale hippocampique.*!®
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Figure 44 : Schéma des voies amyloidogénique et non-amyloidogénique de clivage de la protéine précurseur du peptide
Aﬁ.119

2,222, Le peptide p-amyloide ou Ap.

La région Ap de I’APP comprend 28 acides aminés extra membranaires et un nombre plus variable, de
11 a 15, d’acides aminés intra membranaires. Le peptide AfS est donc un polypeptide constitué

variablement de 39 a 43 acides aminés. Le peptide le plus impliqué dans la pathologie Alzheimer est
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formé de 42 acides aminés ou Af1.42 dont la masse moléculaire est de 4,5 kDa. Ce peptide AS présente
une structure secondaire en hélice alpha alors qu’il est encore enchassé dans la membrane cellulaire
aprés le clivage de I’APP par la y-sécrétase. Cependant cette structure conformationnelle n’est pas
stable dés lors que le peptide se dégage de la bicouche lipidique. Il adopte rapidement, dans un milieu

aqueux une conformation davantage repliée.

Figure 45 : Images par dynamique moléculaire illustrant le peptide Af1.40 sous forme d’hélice-a dans une bicouche lipidique
mime d’une membrane cellulaire montrant la modification conformationnelle de ce peptide lorsqu’il sort au contact d’un
milieu aqueux.120

L’analogie de séquence entre le peptide Af1.42 et le peptide Afi.40 permet aux scientifiques d’utiliser
I’un ou l’autre pour ne pas compliquer certains calculs ou pour diminuer les cotits d’achat car le
peptide Api-40 est meilleur marché. Cependant, cette différence qui parait négligeable a été étudiée afin
de savoir si les deux peptides avaient autant d’impact sur le déroulement de la MA. Il apparait que les
résidus hydrophobes présents sur les aminoacides lle-41 et Ala-42 du peptide AB1.4> engendrent une
différence dans 1’organisation et le nombre de structures secondaires de types épingles et brins-f,
paralléles ou antiparalleles. Cette variation a un impact sur le repliement conformationel des deux
peptides.
1 5 10 15 20 25 30 35 40

AB40 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV
AB42 DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

Figure 46 : Les structures primaires des peptides Af1.40 et AB1.42. Les séquences sont représentées en utilisant la
nomenclature a une lettre des aminoacides et en commencant par le c6té N-terminal avec un acide aspartique Asp1l ou
D.121

Ball et al., en 2013, combinent I’analyse par résonance magnétique nucléaire et la dynamique
moléculaire pour étudier ces différences qui sont modélisées sur la Figure 47. Le peptide Apia2
contient majoritairement des brins antiparalleles impliquant quelques résidus du cluster hydrophobe
central 16 — 21, qui est impliqué dans les processus de fibrillation amyloide (décrits plus tard) et les
résidus 29 — 36. L’association de ces deux séquences est en accord avec les modeles d’agrégation
amyloide décrits a ce jour. Le peptide ApB1.40 forme préférentiellement un repliement entre le cluster 16
— 21 et la séquence 9 — 13 parfois associé avec les résidus 35 — 37 pour former un feuillet-.122
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Figure 47 : Modélisation des formes dominantes et représentation des résidus impliqués dans la stabilisation des peptides
Ap1.42 (a,b) et ABi.40 (c,d) dans un milieu aqueux. (a) : le peptide Af1.4, replié et stabilisé par les brins-B antiparalleles entre
les résidus 16 — 17 et les résidus 35 — 36 (vert). Les chaines latérales des aminoacides 39 — 41 (marron) stabilisent la
structure par interaction hydrophobe avec les chaines latérales des aminoacides 34 — 35 (jaune). Une interaction existe
entre la GIn-15 (rose) qui vient coiffer les résidus 37 — 38 (rouge). (b) : le peptide Af1.4> dans sa deuxieme forme dominante
stabilisée par interaction entre les résidus 39 — 40 (marron) et 32 — 34 (jaunes), cela ajouté aux brin-f et a l'interaction
entre les résidus 12 - 13 (rose) avec le résidu C-terminal 38 (marron). (c): le peptide Afi.4 stabilisé par un brin-p

antiparallele entre les résidus 9 - 13 et 16 - 21. (d) : le peptide AB1.40 stabilisé par les résidus 9 — 13 interagissant avec les
résidus 17 — 20 simultanément avec les résidus 35 - 37 pour former un feuillet-p.122

La Figure 47 illustre le role joué par I’Tle-41 et 1’ Ala-42 (représentées en marron sur b) dans le renfort
de stabilisation sous la forme repliée du peptide ApBi4. Ceci est en adéquation avec les modeles
d’oligomérisation de ces peptides s’associant pour former des plaques amyloides. A I’inverse, le

caractere aléatoire du repliement du peptide AB1.40 e permet pas autant de favoriser 1’auto-agrégation.
2.2.2.3.  Du peptide Ag aux plaques amyloides

Lorsque ce peptide est présent en trop grande quantité il est capable de s’auto-agréger pour former des
fibrilles amyloides puis des dép6ts pré-amyloides diffus qui formeront les cceurs des plaques séniles.
Au fil de I’évolution de cette agrégation les oligomeéres ont des tailles et des formes différentes et vont
pouvoir exercer une toxicité plus ou moins forte. Ce sont ces oligoméres (diméres, trimeéres, ...,

dodécameres) de peptides AB1.42 qui sont les plus toxiques ainsi que les fibrilles.'?

2.2.2.3.1. Cinétique d’agrégation

L’auto-agrégation a lieu selon un mécanisme composé de deux phases, oligomérisation et fibrillation,
dont les cinétiques sont différentes. Le monomere ApBi. replié est I’entité constitutive de ce processus.
Le processus est simple. Ce monomére s’agrége d’abord avec d’autres monomeéres qui s’organisent
progressivement d’abord en oligomeéres puis en feuillets-f s’accumulant pour former des fibrilles

constitutives des plaques amyloides (Figure 48).
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Figure 48 : Schéma du résultat d’'une étude menée par Carulla et al., utilisant I'analyse par résonance magnétique nucléaire
suite a des échanges Hydrogeéne (violet)/Deutérium (vert) de solvatation sur des peptides, ils ont proposé une séquence
d’agrégation menant aux fibrilles amyloides.124

L’analyse de cette cinétique a été publiée par Garai et Frieden dans le journal Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America en 2013 et a été réalisée avec des
peptides ABi1-42 marqués avec la tétraméthylrhodamine et suivis par fluorescence.’™ La cinétique de
fibrillation est divisée en trois phases qui sont fonction du temps: I’oligomérisation, la phase
intermédiaire et la phase de croissance.

L’oligomérisation peut étre découpée en deux phases. La phase précoce correspond a 1’assemblage des
peptides Afi42 en diméres et en triméres. C’est une étape rapide dont les constantes d’association Ki12
et k.23 sont respectivement de 9,9 + 1,9.102 et de 38 + 5 M.s%, les constantes de dissociation k.1, et k.

23 €tant par ailleurs trés faibles ce qui traduit une agrégation quasiment irréversible.

K12 Ki23
my

my ms

Figure 49 : Equilibre de formation des dimeres et des trimeres et leurs constantes d’associations.

Durant la phase de croissance intermédiaire ou phase finale d’oligomérisation, on voit apparaitre des
assemblages jusqu’au dodécamere. Cette ¢tape a I’allure d’un plateau comme en témoigne son suivi en
fluorescence et posséde une cinétique lente. L’énergie d’activation nécessaire au passage a
’oligomérisation est en moyenne de 5,5 kCal.mol™?, alors que celle nécessaire a la fibrillation est en
moyenne de 12,1 kCal.mol?. Ces données présentées dans la Figure 50 permettent d’expliquer ce
phénomeéne de plateau.
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Figure 50 : Oligomérisation du peptide Af;.4> marqué avec la TMR et suivie par fluorescence avec des concentrations de
peptides décroissantes a 25°C. Les points noirs représentent les données mesurées alors que les lignes rouges sont des
modeles d’oligomérisation calculés avec le modéle présenté en Figure 49.115

11 faut remarquer que les phases d’oligomérisation ne sont pas cloisonnées et que 1’on peut assister a
I’ajout de monomeéres mais également a 1’agrégation de plusieurs oligoméres entre-eux pouvant
résulter d’un remaniement des especes oligomériques présentes. L ensemble de ces phénomenes ayant
lieu durant cette phase ne permet de calculer aucune constante d’association. La durée approximative
d’un plateau est de quelques heures et varie en fonction des conditions d’incubation sachant que les

expériences sont suivies jusqu’a 48 h.

A la phase d’oligomérisation fait suite une phase de croissance qui correspond au processus de
fibrillation des oligoméres qui s’assemblent pour former des fibrilles qui constitueront les filaments
tels qu’on peut les observer au début de ce chapitre (Figure 42). Elle est rapide et c’est la phase la plus
sensible au pH et a la température d’incubation. On observe le début de cette phase par fluorescence

aux environs des 750 minutes sur la cinétique d’agrégation présentée sur la Figure 51.
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Figure 51 : (a gauche) Cinétique d’agrégation des peptides Af1-42 suivie par la fluorescence de la TMR (rouge) ou la
fluorescence de la Thioflavine T (bleu) au pH physiologique et a 25°C effectuée pendant 50 heures. (a droite) schéma
récapitulatif de cette méme cinétique avec les stades d’agrégations : monomeéres (A), dimeres-trimeres (B), oligomeres

intermédiaires (C) et fibrilles (D). 1
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2.2.23.2. La séquence *KLVFF? responsable de I’agrégation

Dans le but d’identifier une séquence peptidique responsable de 1’agrégation, Tjernberg et al. ont testé
plusieurs oligopeptides formés a partir du peptide A pour trouver la séquence qui a la plus grande
affinité pour ce méme peptide ApB. Ce fut la séquence ®KLVFF? qui présenta 1’affinité la plus forte.
C’est alors que cet enchainement de 5 aminoacides *KLVFF? fut identifié comme crucial dans la

formation et la stabilisation des feuillets 5 formés de peptides ApB1.42.1%

Top view

Figure 52 : Structure étudiée par diffraction des rayons X sur un assemblage du peptide linéaire KLVFF. Les différentes
couches sont représentées en orange et en violet.126

2.2.24.  Toxicité des oligomeres AS

Du peptide aux plaques séniles, différents niveaux de toxicité ont été relevés. La dynamique de
formation des oligomeres est complexe. Cependant la science nous permet de connaitre la toxicité des
plaques amyloides qui sont aujourd’hui considérées comme un réservoir non-toxique de peptides Ag
créé par un défaut de clairance ou une surproduction de ces peptides. Il est prouvé que ce sont les
formes plus petites d’agrégats qui sont les plus toxiques : les oligomeres. Les mécanismes de toxicité

sont nombreux et ont été étudiés tant individuellement et in vitro, qu’in vivo.

Cette toxicité s’applique sur divers éléments cellulaires par la formation de pores membranaires
conduisant a I’augmentation de la perméabilité des membranes cellulaires en perturbant I’homéostasie
ionique. En conséquence, on retrouve une activation d’effecteurs inflammatoires qui induit un stress
oxydatif conforté par la formation de complexes AS-métaux de type fer, cuivre, zinc ou aluminium.
Les oligomeres sont également capables de se fixer a des récepteurs membranaires pour entrainer leur
dysfonctionnement. Enfin, & ce jour a aussi été recensée une fixation a certains types d’ADN

entrainant une modification de leurs structures.?’

2.2.2.4.1. Distribution de la taille des oligomeres

L’étude de la cinétique d’agrégation du peptide AS nous montre que I’étape de formation des
oligomeres est une étape clé dans la genese des plaques amyloides. Leur toxicité est renforcée par la

cinétique de leur formation que nous décrirons comme lente. Le nombre de monomeéres pouvant
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constituer un oligomere peut varier de 2 a 28. Ces associations sont-elles distribuées de maniere
homogéne entre chaque taille ? Urbanc et al. ont réalisé une étude par dynamique moléculaire en
tenant compte des liaisons hydrogéne et des interactions spécifiques des chaines latérales pouvant

exister entre ces peptides.'?®
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Figure 53 : Distribution de la taille des oligomeres de peptides AB1-40, AB1-42 et leur mutants arctiques respectifs [E22G]
AB1-40 et [E22G] AB1-42. Le résultat d’'une électrophorése est représenté au-dessus et montre les bandes correspondant
aux tailles d’oligomeéres retrouvés dans un agrégat de (a) AB1-40, (b) AB1-42, (c) [E22G] AB1-40 et (d) [E22G] AB1-42.128

Les oligomeéres de faibles poids moléculaire et constitués de 3 a 6 peptides semblent étre les plus

significativement présents parmi les oligomeres. Etudions maintenant leur profil de toxicité.

2.2.2.4.2. Toxicité et taille des oligoméres

Il est important de prendre en compte 1’hétérogénéité de taille des oligomeéres pour mieux connaitre les

mécanismes moléculaires de la MA et essayer d’agir au plus prés du probléme.

Des études électrophysiologiques ont démontré que des triméres de peptide Apfi4 inhibent la
potentialisation de I’influx nerveux a long-terme. Une observation fortuite est a la base de ces études :
des préparations fraiches de peptides ont induit, par leur action de stress sur le réticulum
endoplasmique, la mort cellulaire par activation des caspases de neurones corticaux, alors que des
préparations incubées depuis plus longtemps se sont révélées moins toxiques. Ce sont les premiers
¢léments qui, corrélés a ce que nous savons de la cinétique d’agrégation, laissent penser que les

oligomeres sont plus toxiques que les agrégats de plus grande taille.

Dans le but d’identifier la taille des oligoméres qui mettent en péril la viabilité neuronale, la toxicité

d’oligomeres de différents poids moléculaires a été évaluée. Nous pouvons apprécier la cytotoxicité

69



neuronale des oligomeres ApB1.4; dont la taille est de 1 a 2 nm sur la Figure 54 et comparer cette donnée

a celle engendrée par les monomeéres ou les fibrilles par rapport au contréle.
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Figure 54 : Résultats de |'étude de la viabilité de neurone ayant été mis en contact avec des peptides de différentes tailles.
La concentration en oligomeéres est de 1uM et le temps d’incubation est fixé a 24h.12°

Le diamétre d’un oligomeére est un paramétre important pour évaluer le profil de toxicité mais 1’étude
de cette toxicité en fonction du poids moléculaire de ces oligoméres donne une idée plus précise du
nombre de peptides constituant la particule. C’est pourquoi Cizas et al. ont également tenu a évaluer la
toxicité d’oligoméres, cette fois-ci en comparant les poids moléculaires et c’est entre 10 et 30 kDa

qu’ils sont les plus toxiques comme en témoigne la Figure 55.
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Figure 55 : Viabilité neuronale en fonction du poids moléculaire des oligomeéres présents dans le milieu d’incubation a la
concentration de 1 uM pendant 24h (exception faite des oligomeéres de poids inférieurs a 30kDa qui sont également évalués
a 0,35um).1»
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2.2.3. Stress oxydatif
2.2.3.1.  Stress oxydatif et oligoméres Aj

Les patients atteints de MA montrent un niveau élevé et chronique de stress oxydatif qui est
notamment caractérisé par une peroxydation lipidique qui provoque I’oxydation de protéines, de
I’ADN et de ’ARN. Chez ces patients des interconnexions ont été établies entre le stress oxydatif et
les autres évenements moléculaires pathologiques (Figure 56) ce qui augmente encore le degré de

complexité de cette maladie. Un schéma est proposé par Rosini et al.1®

mytochondria :
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Figure 56 : Représentation des interconnexions présumées entre le stress oxydatif et les autres acteurs clés de la MA.130

Les oligomeres Ap sont, entre autres, a 1’origine de ce processus d’oxydation qui augmente lui-méme
la production de peptide AB. C’est un systéme auto-entretenu qui génere des radicaux libres in situ,
active les macrophages et les voies apoptotiques lysosomales. Des lésions extra neuronales peuvent
¢galement étre provoquées par la surexpression de 1’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) et
’action de ’oxyde nitrique synthase neuronale constitutive (nNOS)."*! La méthionine 35 ou Met-35
sur le peptide Ag est identifiée comme étant le résidu clé impliqué dans le stress oxydatif. En effet
plusieurs équipes ont réussi a démontrer qu’une mutation de cette Met-35 réduit significativement le

stress oxydatif induit par le peptide AB.1%

2232, Mécanisme de toxicité

Le H,O, réagit avec les ions métalliques réduits présents tels que le cuivre, selon les réactions de
Fenton et de Haber-Weiss, pour générer le radical hydroxyle ('OH) initiateur des réactions en chaines

qui se propagent jusqu’aux macromolécules.'®®
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Pour décrire les étapes de ce mécanisme, on peut prendre 1I’exemple de 1’oxydation qui se propage
entre des phospholipides, constituants membranaires majeurs dérivant de ’acide cis,cis-octadéca-9,12-

diénoique (acide linoléique).
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Figure 57 : Amorcage de I'oxydation des phospholipides membranaires

Il y a d’abord une étape d’amorgage (Figure 57) ou les atomes d’Hydrogéne allyliques en Ci1 Se
laissent facilement arracher par le radical ‘OH. Le radical pentadiényle formé est stabilisé par

résonance.

radical peroxyle

Figure 58 : Premiére étape de propagation de I'oxydation des phospholipides membranaires
S’en suit une premiére étape de propagation (Figure 58), ou le radical pentadiényle se combine
rapidement avec 1’oxygéne O sur les carbones C9 ou C13, qui conduit a la formation d’un radical
peroxyle contenant un systeme diénique conjugué.
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Figure 59 : Deuxiéme étape de propagation de I'oxydation des phospholipides membranaires.

La deuxieme étape de propagation (Figure 59) est basée sur la capacité du peroxyle formé a arracher
un électron de I’atome d’hydrogeéne du C11 se trouvant sur une autre molécule de phosphoglycéride

ou d’un autre lipide.
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radical alkoxyle aldéhyde insaturé

Figure 60 : Le lipide hydroperoxydé génere un radical alkoxyle toxique et un aldéhyde a,8-insaturé extrémement toxique.

Cette étape génére un nouveau radical peroxyle (Figure 60) qui entrera de nouveau dans une phase de
propagation 1 et un lipide hydroperoxydé toxique qui va générer un radical alkoxyle dont la toxicité

est augmentée, accompagné d’un radical hydroxyle.

2.2.3.3.  Hypotheése du stress oxydatif et mitochondrie

Cette hypothese est basée sur la détérioration de la qualité des mitochondries qui, augmentant avec
I’age, provoque des dommages physiologiques non dépourvus de conséquences. Cette dysfonction est
liée a la chalne de transport électronique s’effectuant a la membrane de cette organelle cellulaire. La
chaine de transport d’électron (CTE) fait le lien entre les €lectrons donnés par les cofacteurs réduits
aux atomes d’Oxygene et le transport de protons depuis la matrice mitochondriale a travers la
membrane mitochondriale interne vers ’espace intermembranaire. Une fois les EROs produits, ils
amplifient les processus toxiques de clivage de I’APP, augmentant ainsi la production de peptides Afi-
2. En méme temps, les peptides Apis sont aussi responsables des problémes de plasticité
membranaire mitochondriale qui empéchent le fonctionnement normal de la CTE. Ainsi, les
problemes mitochondriaux locaux se délocalisent progressivement sur toute la chaine respiratoire et
engendrent la dyshoméostasie globale de 1’équilibre oxydo-réducteur de I’environnement neuronal

pour engendrer des lésions synaptiques.

L’exploration scientifique de cette hypothése permet de situer le role pathologique de I’oxydation dans
la cytotoxicité neuronale qui est elle-méme la résultante de facteurs multiples dont les connections

sont nombreuses.

2.2.4. La protéine Tubule Associated Unit (Tau) et les dégénérescences

neurofibrillaires (DNF)

La protéine Tau a été découverte au milieu des années 1970 lors d’études sur la formation des
microtubules. La protéine Tau est impliquée dans 1’assemblage de la tubuline en microtubules qui sont
les constituants majeurs du cytosquelette cellulaire et neuronal. C’est au cytosquelette que la cellule
doit sa morphologie et son maintien structural. La liaison tubuline-protéine Tau est régulée par son état
de phosphorylation qui dépend lui-méme d’un ensemble de kinases et de phosphatases. En conditions
pathologiques de la MA, 1’hyperphosphorylation anormale de la protéine entraine non seulement un
défaut de liaison aux microtubules et une désorganisation de ceux-ci, mais peut conduire, selon son

état de phosphorylation, a son auto-agrégation dans I’espace intra neuronal pour former des DNF.13
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2.24.1.  Structure et fonctions de la protéine Tau

La protéine Tau appartient au groupe des protéines associées aux microtubules (MAP). Mis a part le
role de stabilisation des microtubules elles sont thermorésistantes et ne rencontrent pas de pertes de
fonction avec des traitements acides. Nous connaissons aujourd’hui sa structure primaire qui se
compose de 441 acides aminés pour la plus longue de ses 6 isoformes. Ce séquencage protéique a
rendu possibles les études dynamiques et structurales des parties impliquées dans la liaison aux

microtubules.

Les isoformes de cette protéine (Figure 61) different par la présence de 3 (3R) ou 4 (4R) domaines de
fixation a la tubuline (R pour repeat), de 31 ou 32 acides aminés a I’extrémité C-terminale de la
protéine et d’un (1N), deux (2N) ou d’aucun insert de 29 acides aminés chacun dans la partie N-
terminale de Tau.
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Figure 61 : Schéma de la protéine Tau montrant les domaines de projection et de fixation aux microtubules et les 4
domaines de redondance R1, R2, R3 et R4.135

Chacune des 6 isoformes de la protéine Tau est retrouvée au cours du développement cérébral, du
feetus a 1I’age adulte. La protéine Tau est majoritairement présente et indispensable dans les axones
neuronaux et les oligodendrocytes. Le domaine de projection de la protéine Tau interagit avec les
autres constituants du cytosquelette et la membrane plasmique neuronale. Il a pour fonction de

maintenir les distances entre les microtubules et il peut faire augmenter le diamétre axonal.

Le role du domaine de fixation a la tubuline est de promouvoir sa polymérisation par une interaction
entre les domaines R1, R2, R3 et R4 appelés domaines de répétition de liaison aux microtubules ou
microtubules-binding repeats (MTBR), avec les hétérodiméres a et B composant la tubuline.**® Deux
séquences hexa peptidiques particuliéres sont impliquées dans cette liaison. Une est a la jonction entre
R1 et R2 SVQIINK?® (PHF6*) et I’autre, nommée PHF6 est située sur le début de R3 3VQIVY K3
(Figure 61).%%

2.2.4.2.  Physiopathologie moléculaire de la protéine Tau

La protéine Tau anormale, parce qu’elle est hyperphosphorylée, subit des modifications

conformationelles ou misfolding conduisant a son agrégation aberrante sous forme de structures
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fibrillaires qui s’accumulent dans la partie somatodendritique du neurone. Une perte de fonction de
stabilisation des microtubules de la protéine Tau empéche 1’exocytose et affecte la distribution
mitochondriale conduisant a la disparition progressive de mitochondrie et de réticulum endoplasmique
dans les axones. En conséquence on assiste & une baisse des taux de glucose, du métabolisme
lipidique, de la synthése d’ATP et une perte de I’homéostasie calcique entrainant une dégénération

distale axonale puis le repliement de 1’axone vers le neurone et la mort de celui-Ci.

Les mécanismes par lesquels la protéine Tau devient non-fonctionnelle sont nombreux et font débat.
Des modifications anormales post-transcriptionnelles semblent étre les causes de ces anomalies :
hyperphosphorylation, glycation, acétylation, dégradation par la voie des ubiquitines, nitration, clivage
protéolytique, ... Parmi elles, la phosphorylation anormale et surnuméraire est a ce jour la plus étudiée
et la mieux connue car elle est identifiée comme la cause principale de 1’agrégation de la protéine Tau

en fibrilles.

Il existe sur la protéine Tau plus de 80 sites de phosphorylation pathologique sur les résidus sérines et
les thréonines. Deux kinases jouent un rdle majeur dans cette hyperphosphorylation, la glycogéne
synthase kinase-3f (GSK-3p) et la kinase cycline dépendante-5 (cdk-5).
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Figure 62 : Phosphorylation de la protéine Tau in vitro. Les sites de phosphorylation apparaissent en violet. On peut
apprécier le changement conformationnel favorisant le rapprochement des séquences 27°VQIINK280 et 306y Q|VYK31!
impliquées dans la fibrillation de la protéine Tau.13”

La protéine Tau hyperphosphorylée posséde une structure propice a son auto-agrégation sous la forme
de feuillets B (Figure 62). C’est au niveau des séquences de répétition R1 a R4 que cette agrégation
s’effectue, plus particuliérement au niveau des séquences *°VQIINK?® (PHF6*) et ®VQIVYK3!
(PHF6) impliquées dans la fixation aux microtubules que nous avons évoquée précédemment.**® Il est
désormais établi que les oligomeres Ap et la pathologie de la protéine Tau sont fortement associés et
impliqués dans le dysfonctionnement mitochondrial et la mort neuronale dans la MA. De nombreuses
études ont révélé que 1’hyperphosphorylation de la protéine Tau est causée par différents facteurs
comme les oligoméres Af intraneuronaux, le stress oxydatif chronique, la répression des récepteurs a
I’insuline 1 induit ou constitutif (IRS-1 / IGFR-1) et I’activation Af-induite des caspases via les

astrocytes (Figure 63). D’une maniére générale il est démontré que les dégénérescences
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neurofibrillaires sont les conséquences d’un ensemble de dysfonctionnements médiés par les

oligoméres AS qui peuvent cependant parfois étre retrouvés dans les cerveaux de patients non-atteints

de MA.1%
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Figure 63 : Les différents facteurs pouvant induire I’hyperphosphorylation de la protéine Tau.13°

2.2,5. Neuroinflammation chronique

La réponse inflammatoire est secondaire a un traumatisme physique ou une infection initiale dans
laguelle elle joue un rdle important de retour en situation physiologique. En situation chronique,
comme dans la MA, I’inflammation peut étre la cause d’une plus grande perte de neurones par rapport
au traumatisme initial. Dans le cas de la MA, les traumatismes initiaux sont aussi chroniques. Ce sont
les atteintes neuronales engendrées par les processus physiopathologiques décrits précédemment. Le
terme « neuroinflammation » est généralement utilisé pour caractériser les réponses inflammatoires du
systeme nerveux central. On assiste alors a un recrutement de cellules gliales comme les astrocytes et
les microglies qui convergent immédiatement sur le lieu du dysfonctionnement. Ce recrutement a lieu
par chimiotactisme faisant suite a la présence dans le milieu de cytokines, de molécules du

complément qui ont, par ailleurs, des fonctions activatrices des cellules gliales.

Pro-Inflammatory Effect

elements

Chemokines Dysfunction, apoptosis and necrosis of neuron,
microglia and astrocytes

IL-1B, IL-6, IL-12 Astrocytes and microglia activation,

INFy, TNFa dysfunction, apoptosis and necrosis of neuron,
microglia and astrocytes

NO, ROS, O, Oxidative stress in cells; dysfunction, apoptosis

and necrosis of neuron, microglia and astrocytes

Figure 64 : Médiateurs pro-inflammatoires sécrétés par les astrocytes et les cellules gliales a I'origine du processus de
neuroinflammation.14°

Le caractére chronique de I’inflammation est crucial car il est délétére, spécifiquement dans la MA, et

méne de facon directe a I’activation de cascades cellulaires responsables de la neurodégénérescence. '
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Concernant le traitement de cette inflammation, des études épidémiologiques ont établi un lien entre
I’utilisation chronique d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et le risque amoindri de
développer une MA.140

2.2.6. Vision globale multifactorielle de la cascade amyloide

Afin d’organiser ’implication de chacune des causes moléculaires que nous avons décrites comme
appartenant a la cascade amyloide et des facteurs environnementaux extracellulaires favorisant la
progression de la MA, il est bon de projeter cela sur un schéma. Lee et al. proposent dans Current
Neuropharmacology de donner un apercu de ces « enchevétrements » physiopathologiques (Figure
65).
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Figure 65 : Schéma montrant I'implication des différents acteurs moléculaires de la perte de fonctions cognitives dans la
maladie d’Alzheimer.142
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Ainsi, la maladie d’Alzheimer est caractérisée par la présence de plaques séniles extracellulaires dont
le constituant élémentaire est le peptide AS. Associé & des neurodégenérescences neurofibrillaires
intracellulaires formées de protéines Tau hyperphosphorylées, ils entrainent des dommages oxydatifs
et inflammatoires chroniques entretenus par une perturbation de 1’homéostasie des ions métalliques.
Ils aboutissent a différents modes de mort neuronale et a la perte de fonctions cognitives puis

fonctionnelles.

Le clivage de I’APP selon la voie amyloidogénique est responsable de la formation d’oligomeres Af

neurotoxiques qui vont causer des perturbations mitochondriales, un stress oxydatif, la peroxydation
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des lipides membranaires et entretiennent une neuroinflammation chronique avec le concours de
métaux, de cytokines pro-inflammatoires et des protéines pro-apoptotiques. Concomitamment la
phosphorylation anormale et/ou surnuméraire de la protéine Tau entraine une désorganisation des
microtubules et I’agrégation de cette derniére (Figure 66). La mort neuronale par nécrose ou apoptose

est I’issue de cette cascade.

Les premiéres années de recherche concernant la MA ont permis d’incriminer les fibrilles Af comme
agents neurotoxiques responsables de la mort cellulaire neuronale, de la perte de mémoire et des autres
caractéristiques de la MA. Depuis 20 ans, les avancées technologiques ont permis d’approfondir ces
études et d’affirmer que les fibrilles matures ne sont pas les agents toxiques principaux. Ce sont donc
les formes préfibrillaires et oligomériques d’agrégation du peptide AS qui se sont montrées les plus
toxiques pour les cellules cérébrales. La « cascade amyloidogénique » semble étre la théorie la plus
largement défendue pour expliquer et élucider I’implication des différentes formes d’agrégats et leur
toxicité avant d’aboutir aux plaques séniles.
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Figure 66 : L’hypothése amyloidogénique de la MA. L’agrégation Af est trés diverse et peu connue. Cependant les
oligomeres représentés sur ce schéma sont parmi les plus toxiques connus et leur toxicité passe principalement par une
interaction avec les membranes.143

2.2.6.1. Formation de pores membranaires

La base pharmacologique de la toxicité des oligoméres Ag est leur capacité a interagir et perturber les
membranes cellulaires. Des études menées sur les modéles membranaires s’accordent toutes a dire que
I’adhésion des monoméres Af aux membranes cellulaires promeut son auto-agrégation. Les forces
motrices de cette agrégation sont des effets de désolvatation et des interactions électrostatiques.'**
Nous savons aujourd’hui que les zones membranaires ou est clivée le plus fréquemment 1’APP pour

produire du peptide ABi4. sont tres riches en cholestérol, ganglioside et sphingomyéline. On les
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appelle les « radeaux lipidiques » et cet environnement accélére 1’agrégation du peptide Af1-42 (Figure
67).
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Figure 67 : Schéma de formation de fibrilles A8 a la surface de radeaux lipidiques!4>

Lashuel et Butterfield proposent une revue sur le mécanisme d’interaction entre les protéines
amyloidogéniques et les membranes afin de mieux comprendre la formation de pores membranaires et
ses conséquences.*> On peut observer sur la Figure 68 le role joué par I’accumulation de protofibrilles
amyloides a la surface membranaire et dont la concentration augmente jusqu’a avoir la capacité de
s’assembler sous la forme de pores. Ces pores sont les outils de la fuite de matériels intracellulaires. Il
faut noter la coexistence d’une deuxiéme voie de formation de pores. Celle-ci dépend de la formation
de protofibrilles circulaires produites par 1’agrégation amyloide dans le milieu extra-cellulaire
précédemment décrit. Ces derniéres n’étant pas imbriquées dans la membrane pendant leur formation,
il est nécessaire de souligner que ce sont par des effets tensio-actifs sur les lipides membranaires que

ces protofibrilles forment les pores.
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Figure 68 : Interconnections entre I'agrégation amyloide et la perturbation membranaire.4>

Initialement, peu de crédit était accordé a la formation de ces pores, établissant que la désorganisation
de la membrane suffisait a installer la dyshoméostasie rencontrée aux abords membranaires. Depuis,
de nombreuses équipes se sont chargées d’établir des modéles de pores créés par différents peptides
amyloidogéniques, dont ceux produits par I’agrégation de peptides Af1.42, qui ont pu étre modélisés
par Jang et al. en 2007 (Figure 69).14
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Figure 69 : Représentation par dynamique moléculaire d’un pore formé par les peptides Af1.42.146

La formation de ces pores est toxique car la membrane se trouve déformée et perd la nature nécessaire
au bon déroulement de ses fonctions de plasticité, particulierement car ils fonctionnent comme des
canaux ioniques a lorigine d’une augmentation de la concentration d’ions calcium Ca?
intracellulaires. De maniére globale une augmentation de calcium intracellulaire est retrouvée et n’est
pas uniquement le fruit de la formation de pores. Les phénoménes pro-apoptotiques et
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau sont aussi impliqués dans cette dyshoméostasie favorisant

la lyse cellulaire.#

L’affirmation de I’existence de ces pores a permis d’engager des recherches dans le but de contrer leur
formation ou leurs effets. Dans cette optique, le Béxaroténe est en cours d’étude. Cette molécule
antinéoplasique (TARGRETIN®) a fait récemment 1’objet de polémiques quant a ces capacités a
réduire certains déficits cognitifs précoces en ayant un rdle a jouer dans le métabolisme lipidique de
’apoE4.148.14%.150 Une équipe de recherche Marseillaise relance le débat en décrivant en 2014, dans le
journal ACS Chemical Neuroscience le fait que le Béxaroténe est capable de bloquer ces pores et donc

de limiter la perturbation de I’homéostasie calcique qu’elles engendrent.

2.2.6.2. Interaction Ap/récepteurs membranaires

Les oligoméres AB sont capables de jouer le role de ligands pathogéniques et d’avoir une action
d’ordre mécanique sur différents récepteurs. Ils peuvent induire une détérioration et/ou une perte de
synapses, qui, ajouté au stress oxydatif, concourt a I’altération de la plasticité neuronale. Les
oligomeres Af sont également capables de se lier avec différents récepteurs pour initier de nombreuses

cascades de signalisation, régulant I’expression de récepteurs a la surface membranaire.

Les oligoméres A ont une action directe activatrice sur les kinases c-Jun N-terminale (JNK) qui
conduit a la phosphorylation et a la dégradation des récepteurs a I’insuline-1 (IRS-1). Ces récepteurs

ont un réle régulateur pour certaines kinases et sont impliqués dans la neuroprotection. En 2009, Qui-
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Lan Ma et al. ont démontré que 1’activation de JNK par les oligoméres A cause une inactivation des

IRS-1 et induit une hyperphosphorylation de la protéine Tau.**!

La sur-activation des récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA) a été étudiée comme une conséquence
directe et indirecte de la présence de peptides AB. La concentration de calcium s’en trouve encore
augmentée dans la cellule et concourt a I’apoptose.? 1l existe d’ailleurs parmi les rares molécules sur
le marché aujourd’hui, la Mémantine (Figure 70), qui agit comme un antagoniste des récepteurs

NMDA et qui aurait une action préventive sur la toxicité des oligomeres Ap.

NH, HCI

Figure 70 : Structure chimique de la mémantine, principe actif de la spécialité EBIXA®, antagoniste des récepteurs NMDA.

Les protéines Prion (PrP°) sont des protéines membranaires que 1’on retrouve au niveau cérébral. Elles
sont bien connues par les cliniciens et le grand public pour leurs implications dans les maladies a
prions. Elles sont généralement neurotrophiques et impliquées dans la régulation des B-sécrétases
responsables du clivage amyloidogénique de I’APP. Les oligoméres Af se fixent spécifiquement au
domaine central des protéines Prion et entrainent un effet neurotoxique in vitro et une
neurodégénérescence étendue.>

D’autres types de récepteurs sont étudiés en tant que cibles des oligoméres Af mais font 1’objet de
débats scientifiques et n’ont encore aucun role clairement élucidé a ce jour. On peut citer les
récepteurs nicotiniques de 1’ Acétylcholine (nAChRs), les récepteurs a la neurotrophine (P75NTR) et

les clusters de différenciation 36 (CD36) disposeés a la surface des cellules gliales.

2.2.6.3. Interactions Af-métaux

L’homéostasie des ions métalliques, particuliérement du zinc (Zn), du cuivre (Cu) et du fer (Fe), est
altérée dans la MA. La dégénérescence neuronale fait suite au stress oxydatif découlant de la
génération excessive de radicaux libres favorisée par les réactions avec ces métaux présents dans les
agrégats Ap. La génération d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO) requiert usuellement une réaction
de I'oxygéne avec un ion métallique comme le Cu ou le Fe. Le peptide Af possede in vitro des
affinités pour le Cu (fortes), le Fe et le Zn (plus faibles).’>* Le peptide Ap est coordiné a ces métaux
grace aux histidines présentes dans la séquence en position 6, 13 et 14 de la méme maniére que la
sphére de coordination avec les métaux présente dans le site actif de la super oxyde dismutase. Sayre
et al. ont prouvé que les plaques séniles isolées génerent des ERO de maniere dépendante des atomes

de Cu et de Fe.™®® De plus, les atomes de fer, de cuivre et de zinc ont un pouvoir inductif de
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I’agrégation B-amyloide et peuvent, lorsqu’ils sont en grande concentration, induire la formation de
métallo-oligomeres ApB solubles a partir des plaques séniles. Ces derniers vont amplifier les
phénomeénes de production d’ERO, la peroxydation des lipides membranaires et sont des facteurs du

maintien constant de I’inflammation cérébrale.

Nous avons décrit 1’ensemble des étapes menant a la formation des plaques séniles et étudié les
différents niveaux de toxicité qui sont fonction de la taille des agrégats f3-amyloides. La connaissance
des mécanismes de toxicité des oligoméres Ap est indispensable pour progresser vers des traitements

et des outils diagnostiques plus efficaces.

3. Propriétés thérapeutiques de la curcumine d’intérét pour la MA

La curcumine est donc un composé issu du milieu naturel possédant de nombreuses fonctions
chimiques accompagnées d’une structure la rendant particulierement adaptable a plusieurs cibles
moléculaires. Ceci lui procure une importance dans le domaine de la santé car elle est capable d’agir
sur des cibles impliquées dans plusieurs processus physiopathologiques dont le plus étudié a ce jour

est la cancérologie.

Ses propriétés remarquables dans les atteintes neurodégénératives ont été découvertes plus récemment.
La maladie d’Alzheimer et les actions de la curcumine sur ses causes moléculaires seront
particuliérement développées dans ce chapitre en raison du faible nombre de solutions aujourd’hui
proposées pour soigner cette maladie. La potentialité pléiotrope de la curcumine dans les pistes de
traitement de cette maladie multifactorielle aux causes moléculaires complexes est pertinente. Ces
derniéres décennies ont été marquées par de nombreuses études fondamentales et cliniques qui, sans
permettre d’améliorer les pronostics, ont accru les espoirs de mettre au point des thérapies modifiant

I’évolution de la maladie.

3.1. Les effets neuroprotecteurs de la curcumine pour la MA

Pour tout type de nouvelles molécules, issues d’un milieu naturel ou de synthése organique,
I’évaluation d’éventuelles activités biologiques est initiée en premier lieu in vitro dans des conditions
contrélées avec des techniques certifiées et éprouvées. Lorsque ces évaluations se montrent
satisfaisantes et reproductibles, alors vient la phase d’essais in vivo qui fait logiquement suite a des

évaluations de parameétres de drugabilité.

La curcumine est un produit naturel reconnu comme pléiotrope et d’intérét thérapeutique essentiel
dans le traitement de la MA. Cette évidence est née d’une étude épidémiologique. Les populations

Indiennes dans lesquelles la consommation de curcuma est quotidienne, 1’incidence est 4,4 fois moins
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importante que la population des Etats-Unis concernant la MA.* Depuis lors, des preuves
convaincantes données par des études in vitro, des études in vivo et des phases pré-cliniques d’essais

thérapeutiques ont confirmé 1’effet thérapeutique de la curcumine dans la MA.

3.1.1. Effets sur la cascade amyloide
3.1.1.1.  Mode de fixation de la curcumine sur les entités amyloides

L’importance de 1’agrégation amyloide dans la MA engage le monde scientifique & trouver des
stratégies dirigées contre ce phénoméne. Une attention considérable a été accordée aux plantes
contenant des composés polyphénoliques comme la curcumine, les extraits de thé ou de ginkgo biloba
L.

Au niveau biologique in vitro, la curcumine posséde une affinité de liaison aux agrégats Ag reflétée
par son Ki de 0,07 uM. Elle inhibe de facon dose dépendante la formation de fibrilles Ag avec une
concentration efficace 50 ou ECsode 0,63 uM. Elle inhibe I’extension des fibrilles Af avec une ECso
de 0,52 UM et elle peut les déstabiliser avec une ECso de 0,32 uM.»" La compréhension des
différentes étapes de fibrillation des peptides Af nous permet également de mieux comprendre
comment d’éventuels inhibiteurs agissent. Les feuillets § ne sont malheureusement a ce jour toujours
pas cristallisés et seules des études de docking ou de dynamique moléculaire permettent de mettre a

jour nos connaissances des interactions entre eux et la curcumine.

Nous avons vu que la séquence hexapeptidique *KLVFFA?! est essentielle a 1’organisation et la
stabilisation des peptides Ag en feuillets £ ou en oligomeéres. C’est pourquoi cet hexapeptide est un
modele trés utile pour 1’étude des interactions et 1’évaluation du pouvoir des agents inhibiteurs de

I’agrégation amyloide. De plus, ces séquences sont cristallisables ce qui affine la fiabilité des études.

La curcumine possede une structure chimique qui la rend capable de se fixer aux peptides AfB sous
différentes formes d’oligomeéres. Des études de docking sur la forme énolique de la curcumine ont été
menées pour déterminer comment elle interagit avec le fragment Ap-hexapeptidique *KLVFFAZ,
Elle est orientée dans une conformation linéaire étendue a I’intérieur d’une colonne constituée des
chaines latérales de deux tétraméres de feuillets 5. A I’échelle de I’acide aminé, I’interaction se fait de
haut en bas, avec la lysine ) KLVFFA, la leucine KYLVFFA, la valine KL*VFFA et la phénylalanine
KLVEFA. La curcumine établit une liaison polaire ou non-polaire avec chacun de ces acides aminés.
Les noyaux aromatiques sont orientés parallélement a I’axe de la fibre et les substituants 3-méthoxy et
4-hydroxy d’un coté se lient par des interactions hydrogene avec la lysine *KLVFFA? du monomere
n, tandis que le noyau aromatique les portant se lie par I’intermédiaire de forces de Van der Waal’s
avec la valine KL*¥VFFA du monomere n+1. Le linker central o,B-insaturé interagit également par le

biais de forces de Van der Waals avec une phénylalanine d’un coté KLVFFA et une valine de ’autre
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KL®VFFA. Le deuxiéme noyau aromatique interagit par I’intermédiaire d’une liaison w-alkyl avec la
phénylalanine KLVFZ®FA 158

Fiber axis

Figure 71 : La curcumine liée dans un modeéle d’octameére hexapeptidique 1°KLVFFA?2! (A) et la curcumine dans la méme
situation orientée paralléelement a I'axe de la fibre (B) ou I’'on peut apercevoir deux liaisons hydrogenes en pointillés
rouge.1%8

Pour ce qui est de I’interaction avec le peptide Af1.40, SUr un octamere constitué de la méme maniére
que précedemment, les données de dynamique moléculaire montrent que I’interaction de la curcumine
admet une liaison supplémentaire avec une histidine de type n-w stacking entre le noyau aromatique de

la curcumine et [’imidazole de [histidine. On résume les interactions comme Suit:
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Figure 72 : (A) curcumine liée au peptide AB;.40 entier sous la forme d’octameére, (B) les interactions de liaison de la
curcumine a l'interface entre deux tétrameres AB1.40 avec les séquences *HQKLVFFA?1,158
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Une étude réalisée par simulation de dynamique moléculaire a propos de la stabilité du complexe
curcumine-Api4, permet de renforcer les études de docking précédemment décrites et d’établir la non
toxicité des oligomeres AS qui sont fixés a la curcumine car cela entraine un changement

conformationel qui déplace 1’équilibre vers la formation de feuillets  non-toxiques.**®
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Afin de permettre a la science de progresser vers la synthése ou la découverte de nouvelles molécules
naturelles capables d’inhiber de maniére similaire 1’agrégation toxique des peptides en oligoméres,
Reinke et Gestwicki en 2007 ont publié une étude de relation structure-activité de molécules connues
pour se fixer aux peptides AB dont les structures sont basées sur la curcumine.*® Il ressort que trois
parametres sont & prendre en compte : la longueur et la flexibilité du linker central et la nature des

extrémités de ces ligands.

R; : taille et flexibilité du
linker — longueur du linker
comprise entre 8 Aet16A ;
maximum de 2 liaisons de
rotation libre C-C

B 0
@/\/\R_/\/\
l/ «—3g§_16A—>

Amyloid-b

R, : groupement
hydroxyle est
nécessaire pour
I'inhibition

R, : un deuxieme
groupement
phényle est requis
pour l'activité

Figure 73 : EIéments de relation structure-activité importants pour le design de nouveaux inhibiteurs de I'agrégation
amyloide.1>?

Ainsi nous pouvons affirmer que la présence de deux noyaux aromatiques est essentielle a I’activité
dont au moins un doit étre substitué par un groupement hydroxyle. Ces deux noyaux doivent étre
séparés par un linker central dont la longueur est comprise entre 8 A et 16 A et qui ne doit pas étre trop
flexible.™®

3.1.1.2,  Evaluation de ’efficacité in vitro d’inhibiteurs d’agrégation f-amyloide

Les efforts intenses pour la détection, la diagnose et I’analyse cinétique et structurale des propriétés
des fibrilles amyloides ont aidé a générer des moyens puissants d’évaluation. Le test le plus utilisé de
nos jours est basé sur la fluorescence de Thioflavine-T (ThT) lorsqu’elle est fixée sur des fibrilles.
Depuis sa premiére description en 1959 par Vassar et Culling, cette substance fluorescente est devenue
le réactif de référence utilisé pour identifier in vitro et in vivo les fibrilles amyloides. Cette molécule
émet une fluorescence croissante en fonction de la présence de fibrilles ce qui fait d’elle un outil

particuliérement intéressant. ¢
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Figure 74 : (gauche) Fluorescence de la ThT en présence et en absence de fibrilles ; (droite) cinétique de fibrillation
monitorée par la fluorescence de la ThT, I'apparition rapide de la fibrillation induite par I'ajout direct de fibrilles préformées
est également représentée (rouge).16?

La fluorescence de la ThT uniquement en présence de fibrilles permet, en pratique, de pouvoir mesurer
le pouvoir de molécules a inhiber la fibrillation ou déstabilisant celle-ci.’2 On mesure ainsi la
différence de fluorescence émise quand le peptide ApB1.42 s’agrége en fibrilles avec et sans perturbateur.
On peut également mesurer 1’effet désagrégeant d’un composé lorsqu’on le place en présence de

fibrilles préformeées et qu’on quantifie la diminution de fluorescence induite.
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Figure 75 : (A) Structure et dimensions de la Thioflavine T qui est placée parallelement a I'axe de fibrillation d’un feuillet-
pour former un channel (B) et organisée dans une fibrille entiere (C).163

L’affinité de ce colorant pour les assemblages de type feuillet-f ameéne les scientifiques a se demander
par quels moyens d’interaction et comment les molécules de thioflavine s’assemblent dans ces
structures. Krebs et al. ont affirmé que la thioflavine T se fixe aux fibrilles amyloides parallélement a
I’axe d’agrégation selon une disposition en canaux (channel est le terme employé en anglais). La
proximité stérique entre la thioflavine et les chaines latérales des acides aminés impliqués dans
I’agrégation explique I’intensité de fluorescence de celle-ci. Cette affinité differe selon le type de
feuillet-B. Concernant les agrégats de peptides Ap, la thioflavine trouve sa place et interagit avec les

résidus phénylalanine des feuillets comme indiqué dans la Figure 76.

86



Figure 76 : Représentation d’un feuillet-p vue du dessus et a travers avec ou sans Thioflavine T qui se fixe en channel entre
plusieurs résidus latéraux de phénylalanine.6?

3.1.2. Inhibition de la -sécrétase BACE-1

Une des étapes clé dans la production de peptide Ap est le clivage de I’ APP par la S-sécrétase 1 ou f-
site APP-cleaving enzyme 1 (BACE-1). De maniere directe, la curcumine posséde une activité
inhibitrice de cette enzyme avec une concentration inhibitrice 50 (ICso) de 0,56 mM. Cette valeur trés
modeste ne permet pas a elle seule de justifier une activité inhibitrice dans des milieux
physiologiques.®* Une étude vient justifier son activité qui est in fine, indirecte. La curcumine s’avére
étre capable, dans une culture cellulaire de neurones corticaux issus d’embryons de rats, de supprimer
I’induction de I’expression de BACE-1 pour des concentrations comprises entre 1 et 30 uM.%® Une
autre étude montre qu’a la concentration de 20 pM, la curcumine peut également totalement supprimer
la traduction excessive des ARNmessagers de I’APP et de BACE-1 médiée par I’augmentation des

concentrations des ions Cu?* et Mn?*.166

3.1.3. Actions sur la protéine Tau
3.1.3.1.  Interaction directe et désagrégation de Tau

Nous avons décrit précédemment comment la protéine Tau hyperphosphorylée étant surnuméraire en
situation pathologique est capable d’auto-agrégation sous forme de feuillets 5. La séquence essentielle
a cette agrégation est la partie PHF6 de la protéine ou *VQIVYK?3!!, De maniére similaire aux études
menées sur les interactions entre la curcumine et les feuillets £ des peptides f-amyloides a I’aide de la
séquence KLVFFAZ, les études permettant d’analyser le comportement des agrégats de la protéine

Tau avec des perturbateurs tels que la curcumine sont menées sur cette séquence *®VQIVYK3,

Les études de perturbation des feuillets g formés d’hexapeptides *®VQIVYK3!! par la curcumine sont
également faites par dynamique moléculaire.Cependant la formation de complexes cristallins semble
plus évidente avec ce peptide. Les segments *¥VQIVYK?3!, en présence de curcumine, forment des

structures en feuillets-g paralleles assemblées par complémentarité stérique puis réunies 2 a 2 pour
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constituer une fibre. La curcumine se fixe dans la cavité aménagée entre ces deux ensembles stériques

décalés. 6’
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Figure 77 : Structure du complexe de la curcumine co-cristallisée avec les séquences 3%VQIVYK3!! ou PHF6 de la protéine
Tau, (A) avec une vue selon I'axe de la fibre a I'intérieur de la colonne stérique s’organisant entre les 2 ensembles stériques
en bleu et blanc, (B) vue au travers de I'axe de la fibre avec la colonne de densité électronique de forme tubulaire en vert et

la curcumine a l'intérieur.167

L’aire de cette cavité occupée par une molécule de curcumine représente 351A2 et I’affinité de celle-Ci
pour la fibre se fait grace a 50 % d’interactions hydrophobes avec les résidus valine et isoleucine
38V Q%®IVYK et de 50 % de liaisons polaires avec la fonction hydroxyle de la tyrosine VQIV3PYK et
I’amine terminale de la lysine VQIVY3K. La cavité dans laquelle se trouve la curcumine est
également un site pour lequel la plupart des polyphénols ont une affinité. Ce sont des molécules telles

que les flavonoides entrant dans la composition du vin, d’autres épices, du thé vert, etc...

hydrophobe

hydrophobe

Figure 78 : Les différents sites d’interactions possibles situés sur le peptide VQIVYK, les pointillés signalent que les
interactions ne se font jamais sur un seul peptide.

Des simulations faites par dynamique moléculaire permettent de comprendre comment ces molécules
peuvent induire la désagrégation de ces fibres. La puissance des calculateurs modernes a permis a
Berhanu et Masunov en 2015 de publier leur étude visant & simuler la séquence de désagrégation de 0

a 20 nanosecondes a partir du complexe de curcumine/PHF6 précédemment décrit.
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Figure 79 : Simulation entre 0 s et 20 ns de la désagrégation des fibrilles PHF6 de Tau avec la curcumine et les
conformations de celle-ci sont représentées dans le haut de I'image.168

La curcumine présente dans la cavité a tendance a changer de conformation par une rotation effectuée
autour du carbone méthylénique placé entre les deux fonctions cétones du linker central, ce qui permet
de fournir assez d’énergie pour rompre les liaisons hydrogéne entre deux des quatre feuillets-f4 et ainsi

détacher I’'un d’eux. A ce moment les autres feuillets se désorganisent et vrillent sur eux-mémes. 8

3.1.3.2.  Action indirecte de la curcumine sur la pathologie Tau : glycogéne synthase
kinase-3 B ou GSK-3.

Une kinase est une enzyme responsable de la phosphorylation d’une autre protéine pour 1’activer ou la
réprimer. Le substrat de cette activité enzymatique est 1’adénosine tri-phosphate (ATP) qui sera
accueilli dans une poche de fixation a I’ATP sur la kinase afin qu’elle transfére un phosphate de I’ATP

sur la protéine a phosphoryler en relarguant ainsi de 1’adénosine di-phosphate.

La protéine GSK-3 est une kinase phosphorylant spécifiqguement les chaine latérales des acides aminés
sérine et thréonine, est appartient donc a la catégorie des sérine/thréonine kinase. La GSK-3p est une
des iso-enzyme constituée de la famille GSK-3. Elle est impliquée dans le métabolisme du glucose car
elle inhibe la glycogene synthase par phosphorylation et empéche la glycogénogenése. Elle a
¢galement un rdle dans la régulation de l’activité de plusieurs autres enzymes impliquées, par
exemple, dans des processus inflammatoires ou oncogénes. Le sous type GSK-3f est connu pour étre
suractivé dans la MA et, entre autres kinases, responsable de 1’hyperphosphorylation de la protéine
Tau. GSK-3p fait donc partie des causes moléculaires indirectement a I’origine de 1’agrégation de la

protéine Tau hyperphosphorylée.
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Figure 80 : Représentation de la curcumine modélisée dans le site de fixation de I’ATP sur GSK-3p (A) et les interactions
engagées avec les chaines latérales des acides aminés (B).>2

La curcumine est un inhibiteur du sous type GSK-3p avec une ICso de 66,3 nM. Cette faculté vient
compléter la liste des actions pléiotropes de cette molécule. Elle agit en entrant en compétition avec
I’ATP dans le site actif de la kinase qui ne sera plus en mesure de phosphoryler les protéines dont elle
régule ’activité. Des études de modélisation moléculaire par docking affirment le mécanisme de cette
activité au niveau du site de fixation de I’ATP de la curcumine sur GSK-3p et la caractérisation des

interactions possibles entre eux est représentée dans la Figure 80.

Pour déterminer in vitro cette capacité inhibitrice, Bustanji et al. ont démontré que dans un milieu
contenant la protéine Tau, I’ajout de curcumine a concentration croissante diminue 1’activité¢ de GSK-

3B en dosant la quantité de protéine Tau phosphorylée produite.®?

Cette activité inhibitrice in vivo a également été étudiée par la quantification du glycogéne accumulé
dans le foie de souris subissant des injections intrapéritonéales de doses croissantes de curcumine.

C’est a la dose de 60 mg.kg™ que le meilleur résultat est obtenu.
3.1.3.3.  Evaluation de la puissance d’inhibiteurs d’agrégation de la protéine Tau

De la méme manicere que les fibrilles formées par 1’agrégation des peptides Ap, la thioflavine est ici
encore un trés bon moyen d’étudier I’agrégation de la protéine Tau. La différence avec le test réalisé
pour suivre I’agrégation des peptides Af est ’indicateur de fluorescence qui peut étre la Thioflavine S

(ThS) qui a une structure similaire a celle de la ThT.
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Figure 81 : Structure de la thioflavine S (ThS).
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Les deux types de thioflavines sont capables de mesurer le degré d’agrégation des feuillets-p formés
par la protéine Tau hyperphosphorylée. Cependant Friedhoff et al. ont montré que la fluorescence de
la ThS est plus intense que la ThT dans les conditions d’agrégation de la protéine Tau dans lequel la

quantité de polyanions est plus importante.6®

3.1.4. Action sur les phénomeénes d’oxydation

L’oxygene participe a des réactions qui peuvent endommager les biomolécules par I’intermédiaire des
ERO, et ainsi altérer la structure et la nature d’éléments cellulaires. Ces réactions sont présentes dans
les systemes vivants comme le corps humain. Il existe dans la nature des antioxydants qui empéchent
perpétuellement ces transformations dans les organismes vivants. Concernant les matiéres brutes ou
transformées comme les produits industriels, des agents de conservations synthétiques ou naturels sont

ajoutés pour retarder ces phénomeénes.
3.1.4.1.  Mécanisme antioxydant de la curcumine

La curcumine minimise les lésions créées par le stress oxydatif grace ses propriétés anti radicaux-
libres. Vu I’'importance accordée aux régimes antioxydants dans la prévention de maladies chroniques
comme les cancers, les maladies d’Alzheimer, de Parkinson et cardio-vasculaires, les mécanismes
antioxydants de la curcumine ont été largement étudiés. Cette capacité de piege de radicaux-libres est
aussi exprimée par une inhibition de la peroxydation lipidique. Nous avons vu précédemment que la
curcumine possede différentes formes dans les milieux en fonction de la qualité du solvant et du pH.
Elle possede donc deux mécanismes d’action différents qui sont fonction de sa structure  dicétonique

ou énolique.

Dans sa forme énolique, dans les milieux aqueux polaires de pH neutre, elle agit grace aux extrémités
phénoliques. Les composés antioxydants phénoliques, dont la curcumine fait partie, piegent les
radicaux-libres par un mécanisme de transfert électronique. Le caractere électro-donneur d’une
molécule est déterminé par le potentiel d’oxydation électronique des antioxydants parents, défini par le
potentiel réducteur du radical phénoxyl correspondant. Or, le potentiel d’oxydation de la curcumine est
estimé a pH 7, a E; = 0,77 V. Cette valeur est supérieure aux E; des antioxydants physiologiques
comme la Vitamine C E;(vitamine C) = 0,28 V et la vitamine E E;(vitamine E) = 0,28 V ce qui veut
dire que le radical phénoxyl de la curcumine peut oxyder ces 2 molécules. Cette capacité lui permet de

piéger les radicaux alkoxyles générés lors des phases de propagation des réactions radicalaires.

Le pouvoir anti-oxydant de la forme cétonique réside dans la stabilité du radical central de sa structure

B dicétone o, B-insaturée qui admet 3 formes mésomeres.!”
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Figure 82 : Pouvoir antioxydant de la curcumine passant par le transfert d’atome d’hydrogéene et stabilisation du radical par
résonance.

Nous avons évoqué que la curcumine en milieu polaire est insoluble sous la forme dicétone a pH
neutre. Il apparait donc difficile de conclure sur son activité anti radicaux-libres dans le milieu extra-
cellulaire. L’intérieur d’une cellule est Iégérement acide. Il est donc probable d’y retrouver
préférentiellement la forme dicétone. Cette forme dicétone exerce son pouvoir par ce transfert d’atome
d’hydrogene central dont le radical est stable et elle apparait étre un meilleur donneur de protons que
les molécules telles que le glutathion.

3.1.4.2,  Evaluation du pouvoir antioxydant de la curcumine

Le pouvoir antioxydant des composés chimiques de synthése ou d’origine naturelle est trés étudi¢ pour
des applications pratiques dans de vastes domaines tels que 1’agro-alimentaire, la dermo-cosmétique et
I’industrie du médicament. C’est pourquoi il existe pléthore de moyens d’évaluation en fonction de la
cible (vivante ou matiére) et du milieu (polaire, apolaire). Parmi ces outils d’analyse, la
spectrophotométrie UV-visible est la plus utilisée car elle est la plus adaptée a 1’évaluation de
« changement de couleur » d’une molécule sous forme radicalaire stabilisée a une forme moléculaire.
C’est une méthode trés bien maitrisée, fiable, facile a mettre en ceuvre et bon marché qui n’admet
qu’une limite: la capacité des spectrophotométres a distinguer la longueur d’onde maximale

d’absorption ou Amax de deux composés (sensibilité).

L’activité antioxydante de la curcumine in vitro peut étre évaluée par calcul du piégeage du radical
1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle ou DPPH- et d’autre radicaux stabilisés. L’activité antioxydante
« totale » peut étre déterminée par des tests au thiocyanate ferrique. On peut également évaluer sa
capacité a piéger le radical anion superoxyde et réduire le peroxyde d’hydrogéne. L’évaluation du
pouvoir chélatant des ions ferreux Fe?* et autres cations métalliques permet de dévoiler un pouvoir
antioxydant indirect car, nous I’avons vu précédemment, ils ont été identifiés comme facilitateurs de

I’oxydation de matériels cellulaires.
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3.1.4.2.1. Radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle ou DPP-, méthode de Blois®

Ce test de piégeage du DPP- permet d’apprécier I’activité globale anti-radicalaire de composés. Cette
méthode est facile a mettre en ceuvre, automatisable et adaptable a la lecture en microplaque pour le
screening de chimiotheque et elle est particuliérement utilisée en contréle qualité sur des chaines de
production industrielles.

2 N - e N’ 3
N +  Ant-oxydant AOH =i NH *  Anti-oxydant AQ"
OZN\/'J’L _-NO; o,N_ L NO,
) [
Radical DPPH, vioclet (517 nm) DPPH,H moléculaire, jaune

Figure 83 : Schéma de la réaction ayant lieu entre le radical DPPH et une molécule évaluée pour son pouvoir antioxydant.

En effet le radical DPPH- absorbe dans le visible a la Amax de 517 nm, apres réduction par un composé
possedant une activité anti-radicaux libres, il se forme du DPPH,H réduit qui a une Amax différente. La
diminution d’absorption comparée a un essai blanc, aprés 30 minutes d’incubation, permet d’évaluer
la puissance anti-radicaux libres du composé testé. Cette méthode est quantitative, elle nous permet

d’avoir un pourcentage d’activité ou une concentration inhibitrice 50.

Concernant la curcumine ce test est réalisé dans 1’éthanol, le réactif est 4 0,1 mM de DPPH-. Une
gamme de concentrations croissantes en curcumine est réalisée de 15 a 45 pg.mL*. Aprés 30 minutes
d’incubation du mélange de 0,5 mL de réactif et de 1,5 mL de solution test, une lecture est effectuée a
la longueur d’onde de 517 nm et on obtient Asabsorbance en présence de curcumine. On réalise un
essai blanc en paralléle et on mesure 1’absorbance a 517 nm pour obtenir Ac absorbance du contréle ou
du blanc en absence de curcumine.!’* Le pourcentage d’activité antioxydante nous est donné par la

formule :
ACTIVITE DE PIEGE ANTI RADICAL DPPH- (%) = (1 — As/Ac) x 100

Ce test nous donne une activité anti radicaux-libres de la curcumine a 34,86 pg.mL™.

Des essais basés sur le méme principe existent afin de pouvoir évaluer ’activité des composés a
d’autres longueurs d’onde car si les composés testés présentent une absorption maximale proche de
celle du radical DPPH- ils masqueront potentiellement I’activité anti radicaux-libres. On peut citer les
tests avec le radical cation 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid ou ABTS qui
posseéde une Amax @ 734 nm et la N,N-diméthyl-p-phénylénediamine mélangée au chlorure ferrique qui

admet un maximum d’absorption a 505 nm.
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Figure 84 : Structure du radical ABTS et de la N,N-diméthyl-p-diphénylénediamine.

3.14.2.2. Activité de piégeage du radical anion superoxyde, méthode de

Beauchamp et Fridovich'"?

Le principe est le méme mais évalue 1’activité sur les radicaux anions superoxydes qui sont présents et

incriminés dans la physiopathologie Alzheimer.

Les radicaux superoxydes sont générés par photoinduction sur un mélange de riboflavine et de
méthionine irradié avec des lampes a fluorescence (20W). Le radical formé réduit un indicateur coloré,
le nitro bleu de tétrazolium ou NBT en bleu formazan qui a un maximum d’absorption a 560 nm.
L’ajout d’un composé capable de réduire le radical anion superoxyde dans le milieu pendant

I’incubation (40 min, 25°C) fait que le milieu reste incolore, a I’inverse des tests précédents.

3.1.4.2.3. Chélation du fer ferreux (Fe*) et du Zinc (Zn?*), méthode de Dinis et

al 173

Dans cet essai la capacité de la curcumine a se complexer avec le fer ferreux est donnée par le suivi de
I’absorbance du complexe entre la ferrozine et les ions ferreux a la longueur d’onde de 562 nm. La
curcumine est d’abord mise en solution avec des ions ferreux amenés par du chlorure de fer, puis la
ferrozine est ajoutée pour complexer les ions ferreux libres qui n’ont pas été complexés par la
curcumine. Ici ’incubation est de 10 minutes a température ambiante. On mesure ensuite 1’absorbance

du milieu a 562 nm et plus il y a d’effet complexant du composé testé, moins il y aura de coloration.

Le méme principe méthodologique est utilisé pour évaluer les activités chélatantes d’autres métaux
impliqués dans la MA. Le zinc Zn?" est un métal cible car il est connu pour induire I’agrégation
amyloide, stabiliser les plaques séniles et désorganiser la polymérisation des microtubules quand il est
en trop grande concentration.’* La perturbation de I’homéostasie de ce cation, dont les cellules gliales
sont grandement responsables, entraine également des problémes de transmission synaptique ce qui

fait de lui un neuromodulateur.?
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Chapitre IV. Biodisponibilité et formulation






1. Curcumine : éléments de biodisponibilité

Aprés avoir détaillé les propriétés physico-chimiques de la curcumine il convient de faire le point et de
rassembler ces informations pour mieux comprendre comment cette substance se comporte lors de son
utilisation en médecine humaine. En effet, la plupart des parametres que nous avons abordés décrivent
une molécule douée de facultés variées qui, pour certaines, ont été illustrées par des exemples. Dans le
domaine pharmaceutique, lorsqu’une molécule est capable de présenter d’aussi nombreuses propriétés
pharmacologiques, la démarche de recherche ouvre la voie aux évaluations de profils
pharmacocinétiques et toxicologiques. La pharmacocinétique est une discipline permettant d’apprécier
le devenir de molécules actives dans le corps humain. Alors que la biodisponibilité absolue sera le
reflet de ce devenir lorsque 1’administration est réalisée par voie intraveineuse, seront déclinées, en
fonction des utilisations recherchées les biodisponibilités relatives selon d’autres abords
physiologiques, oraux, cutanés et percutanés (sous-cutané, intradermique, intramusculaire, ...),
rectaux, vaginaux, oro-pharyngés, etc... Concernant plus particuliérement la curcumine, la
biodisponibilité absolue a été déterminée et il est intéressant de décrire aussi sa biodisponibilité par

voie orale.

De nombreuses étapes permettent de dégager les éléments essentiels au profil pharmacocinétique ou
« drugabilité » d’un composé. On retrouve dans 1’ordre physiologique des événements, pour la voie
orale : I’absorption a travers la large surface membranaire du tractus digestif, la distribution dans les
différents compartiments disponibles dans le corps humain tels que les compartiments sanguin ou
méningé, le métabolisme effectué par les organes riches en enzymes dont le principal est le foie mais il
ne faut pas négliger les reins ou les poumons. Pour finir, les métabolites ou le composé originel seront
éliminés par les voies physiologiques principales urinaire et fécale mais aussi cutanée, salivaire et

lacrymale.

Ce chapitre doit éclairer le lecteur sur les raisons pour lesquelles la curcumine, malgré ses activités
intéressantes en thérapeutique dans de nombreux domaines, n’est pas utilisée a ce jour en tant que
médicament. Les études de pharmacocinétique de ces trente derniéres années relatent une absorption
pour la voie orale médiocre pour ce composé ainsi qu'un métabolisme trés efficace ne permettant
qu’un faible pic de concentration plasmatique de trés courte durée pour des doses trés élevées de

I’ordre du gramme par kilogramme de poids corporel.

1.1. Absorption de la curcumine

Une étude réalisée par Shoba et al. parue dans la revue Planta Medica en 1998 a eu pour but d’évaluer

les paramétres d’absorption de la curcumine chez le rat et chez ’Homme. Pour cela on administre par
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voie orale une dose dite «de cherche» en une seule prise puis on dose réguliérement les
concentrations plasmatiques de curcumine. La curcumine a été administrée chez le rat a la dose de 2
g.kgtet chez 'Homme & moindre dose : 33 mg.kg? soit une dose de charge de 2g pour un adulte de
60 kg. L’équipe a été en mesure de déterminer une concentration maximale ou Cnaxde 0,006 + 0,005
pg.mL?t de curcumine a 1 heure de I’administration (Tmax = 1h).1"® Pour mettre en relief ce résultat, une
étude portant sur le lorazépam, benzodiazépine anxiolytique possédant une Crax parmi les plus faibles
des médicaments présents sur le marché, relate qu’apres une administration par voie orale de 1 mg en

dose de charge de produit on obtient une Crmax de 0,025 pg.mL1.1"7

Il n’existe que peu d’étude chez I’Homme. Il en est une remarquable qui est réalisée avec de grandes
quantités de curcuminoides : on n’en retrouve seulement 57,6 ng.mL?! deux heures apres
I’administration par voie orale de 12 g d’extrait de curcuma. Le probléme est que pour 8 des 20
patients sains participant a 1’étude ont été atteints de diarrhées. Compte tenu de ces résultats, qu’il faut
bien entendu croiser avec les données d’activité pharmacologique de la curcumine, on peut affirmer
gue la curcumine posséde une absorption médiocre méme a forte dose. Cette faible absorption
concourt a faire de la curcumine un compos¢ difficilement biodisponible par voie orale chez ’Homme

et inconvenante en de trop fortes quantités.'’®

Cette absorption médiocre a des conséquences quant a la poursuite des études pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques et notamment les concentrations efficaces de curcumine n’ont a ce jour pas pu
étre déterminées chez ’Homme. Etant donné I’impossibilité de déterminer ces parameétres pour la voie
orale, les autres voies d’administration plus invasives ne sont pas explorables a ce jour avec de telles

guantités de produit.

1.2. Distribution de la curcumine

La distribution tissulaire de la curcumine est un paramétre assez peu exploré en raison des problemes
d’absorption. Le nombre d’études scientifiques est limité a ce sujet et les publications que 1’on
retrouve sont malheureusement différentes sur les méthodologies mises en ceuvre avec des paramétres
d’évaluation disparates et des matiéres premicres utilisées différentes car 1’on peut trouver des études
avec I’utilisation directe de curcumine ou des études utilisant de grande quantités d’extraits contenant

des curcuminoides.

Cependant on sait que chez le rat, aprés une administration d’une dose de charge de 400 mg,
seulement des traces de curcumine inchangée ont été retrouvées au niveau du foie et des reins. Il reste
a 30 min de la prise orale, 90 % de curcumine inchangée dans I’estomac et le tractus digestif’; en
revanche, a 24 h, on n’en retrouve que 1 %. Dans la mesure ou la curcumine posséde des activités

intéressantes pour les maladies neurodégénératives, sa distribution tissulaire cérébrale est également
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médiocre. Une étude faite chez la souris montre une trés faible quantité de curcumine, 0,4ug.g2, 1

heure aprés administration intra-péritonéale de 0,1 g.kg™.1"®

1.3. Métabolisme de la curcumine

Une fois absorbée, la curcumine va étre tres rapidement métabolisée, via des mécanismes de
conjugaison, en glucuronoconjugué 21 et en sulfate 22 (rigure 85). Ces modifications sont appelées
réactions de phase 2. Elles sont réalisées par des UDP-glucuronosyl transférases et des sulfonyl
transférases dans le but de rendre la curcumine moins lipophile afin qu’elle soit éliminée plus
rapidement. Le foie est 1’organe principal dans lequel se déroulent ces réactions. Le fait d’étre
métabolisé rapidement au niveau du foie est une étape subie par certaines substances absorbées par

voie orale. On dit que la curcumine subit un fort « effet de premier passage hépatique ».

De maniére compétitive a la conjugaison et plus facilement pour une administration intraveineuse, la
curcumine subit des réactions de phase 1 qui sont responsables de modifications structurales.’® Les
réactions de phase 1 sont réalisées pas les enzymes hépatiques microsomales, les réductases. On
assiste alors a la formation de métabolites qui sont majoritairement des dérivés réduits de la
curcumine :  dihydrocurcumine 23, tétrahydrocurcumine 24, hexahydrocurcumine 25 et
hexahydrocurcuminol 26. Ces composés, une fois réduits, pourront également é&tre métabolisés par les
enzymes de phase 2 afin d’étre éliminés rapidement. Etant donné que la structure singuliere de la
curcumine est essentielle a 1’exercice de ses activités pharmacologiques, les métabolites réduits
structurellement différents au niveau du pont inter-aromatique heptadiénique, sont peu, voire

complétement, inactifs.
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Figure 85 : Schéma simplifié du métabolisme prépondérant de la curcumine en fonction de la voie d’administration choisie
(orale ou intraveineuse) avec les structures des principaux métabolites.1”?

1.4. Elimination et demi-viel7

L’¢élimination d’un composé est appréciée par le calcul de la demi-vie qui correspond au temps qu’il
faut & I’organisme pour éliminer la moiti¢é de la quantit¢é de médicament parvenue jusqu’au
compartiment plasmatique ou pour atteindre la moitié de la concentration maximale. La clairance
détermine les paramétres pour évaluer la part de chaque organe dans cette élimination. Ainsi on peut

déterminer la clairance hépatique, rénale et pulmonaire dont la somme est qualifiée de clairance totale.

Chez le rat, aprés une administration orale a la dose de 1 g.kg?, 75 % de curcumine sont retrouvés
dans les féces et quasiment rien n’est retrouvé dans les urines. Par voie intraveineuse ou
intrapéritonéale, apres administration d’une dose de 400 mg, 40 % de curcumine sont retrouvés sous
forme inchangée dans les féces. La voie majeure d’élimination de curcumine radiomarquée est
également biliaire mais elle n’est pas distinguable, par compteur de radioactivité, de ses conjugués.
Nous n’avons de demi-vie d’élimination que dans les cas d’administration chez le rat qui est de 1,7 +
0,5 h. Chez ’Homme, a la méme dose que chez le rat, les taux de curcumine absorbée sont si faibles
qu’ils n’ont pas produit de données exploitables pour le calcul des caractéristiques d’élimination de la

curcumine.
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La curcumine est donc un composé qui souffre d’une biodisponibilité non seulement médiocre mais
difficile & déterminer. En effet les données de pharmacocinétique semblent assez complétes et
exploitables chez le rat et la souris. En revanche, chez I’'Homme cela est parfois impossible a
apprécier. Pour résumer, malgré une absorption assez satisfaisante, la curcumine subit un fort effet de
premier passage hépatique pour étre métabolisée rapidement en dérivés conjugués ou réduits puis
conjugués qui seront éliminés ou excrétés rapidement quels que soient le mode et la voie

d’administration.
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2. Amélioration de la biodisponibilité

Les essais de phase | évaluent la toxicité dun produit. lIs ont démontré que la curcumine n’est pas
toxique a des doses trés élevées (jusqu’a 12 g par jour), mais sa biodisponibilité médiocre la rend
inefficace méme a ces doses. De ce fait, les essais cliniques évaluant la curcumine en 1’état sont trés
peu nombreux. C’est donc en co-administration avec d’autres principes actifs ou en usant de stratégies
de vectorisation galéniques qu’elle est le plus souvent testée. Ces stratégies sont décrites dans ce

paragraphe.
2.1. Curcumine utilisée en co-administration avec la pipérine.

C’est le cas de la pipérine, composé naturel déja évoqué dans le paragraphe 1.3.2.2 « Le curcuma en
cuisine » par exemple. La pipérine est extraite de la plante Piper nigrum L. ou poivre noir. Elle est
connue pour inhiber la glucuronoconjugaison hépatique et intestinale. Or nous avons décrit que cette

transformation métabolique de phase 2 tient une grande part dans 1’élimination de la curcumine.

()

N
07 AN F 0
)

pipérine

Figure 86 : Structure de la Pipérine.

En co-administrant la pipérine et la curcumine a des volontaires sains, en 1998, Shoba et al. ont évalué
les paramétres pharmacocinétiques de la curcumine.'’ Il ressort qu’a la dose de 2 g de curcumine
administrée par voie orale avec 20 mg de pipérine, la biodisponibilité de la curcumine fut augmentée
de 2000 % au regard de la méme dose de curcumine administrée seule. Il apparait que cette co-
administration augmente la distribution tissulaire cérébrale jusqu’a 48 % de plus dans le cerveau que
dans le reste de I’organisme. C’est ce que Ryu et al. ont publié dans la revue Américaine Journal of
Medicinal Chemistry en 2006.8

Cette association de composés naturels et leur influence sur le métabolisme est intrigante. On peut
s’interroger sur ’utilisation de cette association, par ailleurs commerciale, peut avoir une conséquence
pour la santé des patients soignés par chimiothérapie. L’équipe de Volak et al. ont analysé la
pharmacocinétique du midazolam, du flurbiproféne et du paracétamol lorsqu’ils sont co-administrés
avec I’association curcumine/pipérine. Il ressort que la pharmacocinétique de ces principes actifs n’est

pas modifiee.
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2.2. Curcumine utilisée avec d’autres dérivés naturels.

Depuis la découverte de ’effet de la pipérine sur la biodisponibilité de la curcumine, d’autres dérivés
naturels ont été co-administrés. Dans le but d’apprécier un effet pharmacologique in vivo plus que

d’étudier I’influence sur la pharmacocinétique de la curcumine.

La quercétine est un composé antioxydant puissant.® Cruz-Correa et al. ont co-administré la curcumine
(480 mg) et la quercétine (20 mg) par voie orale trois fois par jour pendant 6 mois a 5 patients atteints
de polypose adénopathique familiale.'®? La taille des polypes des 5 patients a été diminuée de 50,9 %
et leur nombre de 60 %. Malheureusement, ils n’ont pas comparé les effets d’une éventuelle

administration seule de chacun des principes actifs.

OH O

quercétine

Figure 87 : Structure de la Quercétine.

La curcumine fait ’objet d’une étude en co-administration avec 1’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG)
en 2013.1% Ce composé naturel est extrait du thé vert. Cette association a conduit a réduire
significativement la prolifération in vitro de cellules de leiomyosarcome utérin par un rétablissement
des voies apoptotiques, une inhibition des protéines kinase B (PKB), de la mammalian target of
rapamycine (mTOR) et de la phosphorylation médiée par la kinase 6S.
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Figure 88 : Structure de I'Epigallocatéchin-3-gallate.
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2.3. Procédés galéniques : utilisation de nanoliposomes

La formulation de nanoparticules est plus explorée ces derniéres années. Ces formulations galéniques
peuvent augmenter la biodisponibilité de la curcumine en modifiant certains de ses parameétres
physico-chimiques ou en constituants des réservoirs de curcumine. On peut également incorporer des
signaux d’adressage a ces formulations pour cibler 1’endroit de diffusion du principe actif qu’elles
contiennent, on parle alors de vectorisation. Ces procédés sont regroupés sous 1’acronyme DDS pour

drug delivery system.

Quelques caractéristiques sont communes & tous les DDS utilisables en thérapeutique ou en diagnostic.
Les matériaux employés doivent étre bioéliminables, non toxiques et non immunogenes. Leur
diametre doit étre inférieur au micrométre pour éviter les embolies. Ils doivent pouvoir contenir le
principe actif ou le produit de contraste. lls doivent présenter une action protectrice vis-a-vis d’une
dégradation chimique ou biochimique dans les milieux biologiques. lls ne doivent pas modifier la
nature du principe actif ou de produit de contraste. Pour le cas des nanovecteurs, ils doivent interagir
de maniere spécifique avec la cible biologique et ne libérer le principe actif que lorsque la cible est

atteinte.

Parmi ces méthodes nous allons décrire celles employées pour améliorer la biodisponibilité de la
curcumine. On retrouve les nanoliposomes, les micelles polymériques, les micelles hétérogeénes, les

nanocristaux, les micelles PEG-PE/vitamine E et les nanoémulsions.

Un liposome est une particule sphérique d’aspect vésiculaire dont 1’enveloppe posséde les mémes
caractéristiques qu’une membrane lipidique. Elle est faite de molécules amphiphiles et peut étre

constituée d’une ou plusieurs couches.

Figure 89 : Photographies en microscopie électronique a transmission de liposomes (gauche) ou I'on peut apercevoir les
multiples couches membranaires (droite).18*
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On trouve plusieurs exemples dans la littérature de ce type de DDS dans le but d’améliorer la
biodisponibilité de la curcumine. Sood et al. publient en 2014 dans le journal Colloids and Surfaces
B : Biointerfaces un systéme optimisé de nanoémulsions chargées en curcumine pour instillation
nasale.'®® Le but de cette voie d’administration est de pouvoir transporter la curcumine au systéme
nerveux central directement en traversant la muqueuse nasale. De ce fait, la curcumine ne passe que
faiblement dans la circulation sanguine générale pour aller directement traverser la BHE vers le SNC.
La voie intranasale est intéressante pour les principes actifs devant agir au niveau cérébral mais
présente quelques difficultés. Les molécules testées comme la curcumine montrent une clairance
mucocilliaire tres rapide et une perméabilité nasale trés faible. C’est ce qui a conduit Sood et al. &

élaborer des nanoémulsions de curcumine.

Ils ont élaboré un systtme mucoadhésif qui permet de diminuer la clairance mucocilliaire. Ils
augmentent ainsi le temps de contact et de diffusion de la curcumine. Les essais sont menés sur des
muqueuses nasales de mouton, les nanoémulsions mucoadhésives de curcumine permettent une

perméation plus importante que les nanoémulsions classiques, et la solution de curcumine simple.
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Figure 90 : Perméation de muqueuses nasales de mouton apreés instillation intranasale de solution de curucmine (CS), d’'une
nanoémulsion simple de curcumine (CNE) et d’'une nanoémulsion mucoadhésive de curcumine (CMNE).18>

Un deuxiéme exemple d’utilisation de curcumine encapsulée est intéressant a décrire, cette fois-Ci
pour une administration par voie orale. Une équipe Lyonnaise, en 2015, a utilisé des micelles de
caséine dont la propriété mise en avant est la gélification en milieu acide. A la maniére d’une
formulation gastrorésistante, le but est de rendre la curcumine incorporée dans ces micelles hors
d’atteinte du pH acide du suc gastrique pour qu’elle puisse étre libérée dans le duodénum. Dans cette
publication ils démontrent que ce type de formulation est compatible et reste stable avec la présence de
polyphénols tels que la curcumine. Leurs investigations devraient maintenant aller vers 1’étude de la

diffusion de curcumine apres cette gélification.8®

Pour entrer dans le domaine de la vectorisation, Yu et al. publient en 2014 un moyen, basé sur le pH

acide des environnement tumoraux de diffuser de la curcumine directement dans le cytoplasme
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cellulaire. Ce phénomeéne est basé sur deux caractéristiques du copolymére méthoxy polyéthyléne
glycol)-poly(lactide)-poly(B-amino ester) ou MPEG-PLA-PAE (Figure 91).

HO
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Figure 91 : Structure du copolymére MPEG-PLA-PA1. La partie MPEG est hydrophile et la partie PLA hydrophobe. Le PAE
posséde une capacité de protonation en milieu acide.18”

Ce copolymére est constitu¢ d’une partie MPEG-PLA qui a fait 1’objet d’une évaluation clinique de
phase 2 sous le nom de Genexol-PM® dans le cadre du cancer du sein.!® C’est la partie amphiphile a
I’origine de la formation du liposome. Le MPEG est doué de propriétés d’adressage car il créé des
charges positives partielles a la surface de la micelle qui sont attirées par le potentiel électrique négatif

de la surface membranaire des cellules.

La partie PAE constitue un élément « contractile » de la micelle. La partie PAE est hydrophobe
lorsque sa fonction amine tertiaire est sous forme moléculaire a pH physiologique de la circulation
sanguine (7,4) et protonée en milieu acide comme dans le cytoplasme d’une cellule tumorale. Cette
protonation entraine une contraction de la micelle car la partie PAE* rejoint le MPEG hydrophile a
I’extérieur de la micelle. Celle-ci expulse alors la curcumine présente en son intérieur. Le schéma
proposeé par Yu et al. est présenté dans la Figure 92.

Figure 92 : Schéma explicatif de I'intérét de la formulation MPEG-PLA-PAE. On observe la micelle formée par ces
copolymeres dans la circulation sanguine et dans une cellule.
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Ils ont mis en ceuvre une série de tests afin de valider leur hypothése in vitro et in vivo. Apres avoir
validé la charge des micelles, ils ont tout d’abord mis en présence des cellules cancéreuses avec les
copolyméres MPEG/PLA et MPEG/PLA-PAE aux pH de 7,4 et 6,5. Comme indiqué dans la Figure
93, on constate qu’a un pH de 6,5 la coloration des cellules est plus intense lorsque les micelles sont
constituées de PAE alors qu’avec le systétme MPEG-PLA seul, le pH ne modifie pas I’intensité de

coloration.

Curcumine/MPEG-PLA Curcumine/MPEG-PLA-PAE

pH =7,4

pH=6,5

Cur Merge Cur Merge

Figure 93 : Observation de cellules HT-29 incubées en présence de micelles chargées de curcumine + MPEG/PLA ou
curcumine + MPEG/PLA/PAE aux pH de 7,4 (haut) et 6,5 (bas). La couleur jaune représente la fluorescence de la curcumine
(gauche) et les couleurs bleue et jaune représentent la superposition de la fluorescence de la curcumine et la coloration de

Hoechst (bleue).18”

Pour valider le marquage différentiel des tissus tumoraux et sains in vivo, ils ont injecté a des souris
portant une tumeur MCF-7 les deux formulations chargées avec un indicateur de fluorescence, le vert
indocyanine (ICG). lls ont observé une persistance de fluorescence de la tumeur portée par la souris a
laquelle ils ont injecté la formulation ICG/MPEG-PLA-PAE jusqu’a 48 h (Figure 94).

24h 48h

.
\
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\

Figure 94 : Images de fluorescence donnée aprés une injection IV du vert indocyanine contenu dans les formulations
MPEG/PLA (haut) et MPEG/PLA-PAE (bas) en fonction du temps. La fleche blanche indique I'emplacement de la tumeur.187
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Nous avons abordé les études les plus récentes de I’utilisation de nanovecteurs développés pour
augmenter la distribution cytoplasmique, le passage vers le SNC ou encore la résistance de la

curcumine. Ces techniques de formulations galéniques sont applicables a d’autres composés.

D’autres formulations galéniques vectorisées ou non sont a 1’étude et ont pour objet I’amélioration de
la biodisponibilité de la curcumine. On peut citer des nanogels,'®® des implants destinés a la diffusion
prolongée de curcuming,’® ou des nanodisques utilisant I’apolipoprotéine E en tant qu’agent

d’adressage.'*!
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Conclusion







Ce travail bibliographique décrit I’histoire de la curcumine. L’exploration de ses capacités structurales
et sa réactivité sont également traitées et mises en relations avec ses actions pléiotropes
neuroprotectrices et antinéoplasiques. Ses vertus ont également ét¢ mises a profit dans d’autres
domaines de la santé. La littérature décrit notamment une action sur le métabolisme lipidique et du
glucose!®? et une activité antibactérienne en association avec 'EGCG.'** Aggarwal et al. proposent
une revue des activités de la curcumine déja détaillées ou citées dans ce manuscrit avec aussi les

activités contre des maladies respiratoires, auto-immunes et cardiovasculaires.!®2

Sa biodisponibilit¢ médiocre explique qu’elle ne soit pas utilisée en clinique de nos jours mais
encourage la recherche de solutions toujours plus innovantes pour la rendre efficace. La conception
d’analogues de la curcumine est une mani¢re parmi celles existantes de promouvoir ses effets
neuroprotecteurs en améliorant sa biodisponibilité. C’est I’objet des travaux de thése d’Université qui
m’ont été confiés. lIs consistent en la conception d’analogues de la curcumine, reproduisant ses effets
antioxydants, chélateurs de métaux et antiagrégants amyloides, mais en outre dépourvus de
cytotoxicité et davantage biodisponibles. Le choix de la plateforme structurale devant permettre
I’accés a ces nouveaux dérivés s’est porté sur le systéme phénylpyrrolizinone. Celui-ci a en effet déja
été synthétisé au sein du Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie
(CERMN), 194195196

curcumine
phénylbenzylideénepyrrolizinones

Figure 95 : Structure générale des phénylbenzylidénepyrrolizinones.
Les phénylbenzylidénepyrrolizinones ont été évaluées par la plateforme de screening et drugabilité du
CERMN quant a leur activité d’inhibition directe de I’agrégation B-amyloide, leurs propriétés
antioxydantes, protectrices de membranes lipidiques, chélatantes d’ions métalliques divalents et leur

drugabilité.
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Figure 96 : Représentation des structures générales de la famille phénylbenzylidenepyrrolizinones et des évaluations
biologiques effectuées sur ces composés.

Ces travaux ont permis 1’acces a 22 nouveaux composés qui s’averent pour certains trés intéressants
vis-a-vis des propriétés évaluées et dont les profils d’utilisation sont compatibles avec d’éventuelles

évaluations in vitro.

Le manuscrit de cette these d’Université sera disponible a la bibliothéque de I’Universit¢ de Caen
Normandie a partir du 16 décembre 2015 date de la soutenance publique qui aura lieu a ’'UFR de

Sciences Pharmaceutiques de Caen.
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Curcuma et Curcumine, de I’Histoire aux Intéréts Thérapeutiques.

Les épices tropicales sont exploitées par I’ Homme depuis des temps ancestraux. Leurs vertus
s’expriment aux travers de leurs intéréts culinaires, colorants, odorants mais également en
médecine traditionnelle. Curcuma longa L. est une plante dont les rhizomes broyés et extraits
fournissent 1’épice éponyme tant connue. La science magnifie les médecines traditionnelles au
service de la recherche et les nombreuses propriétés de cette épice sont attribuées a une
molécule se trouvant dans le curcuma : la curcumine. Depuis son isolement, ce polyphénol
naturel fait I’objet de nombreuses évaluations. Antioxydant, conservateur, antiinflammatoire,
propriétés anticancéreuses, antiinfecticuses et cicatrisantes sont autant d’activités faisant
d’elle un composé remarquable. Les propriétés d’intérét thérapeutique dans le traitement de
démences liées a I’age comme la maladie d’ Alzheimer sont particulierement décrites dans cet
ouvrage. L’objet de ce travail est d’établir les propriétés physico-chimiques et structurales de
la curcumine permettant d’expliquer ses propriétés pharmacologiques. Sont également
décrites les raisons limitant son utilisation en thérapeutique, notamment sa faible
biodisponibilité, et les moyens mis en ceuvre pour y remédier.

Mots Clés: Curcuma ; Curcumine ; Alzheimer, Maladie d’; Anticancéreux ; Polyphénols
vegétaux ; Pharmacologie ; Curcuma longa

Turmeric and Curcumin, from History to Therapeutic Interest.

Tropical spices are exploited by humans since ancient times. Their virtues are expressed
through to their culinary interests, dyes and odorants, but also in traditional medicine.
Curcuma longa L. is a plant whose crushed and extracted ground rhizomes provide the
eponymous spice known as. Science magnifies traditional medicine in the service of research
and many properties of this spice are attributed to a molecule found in turmeric: curcumin.
Since its isolation, this natural polyphenol had been the object of numerous evaluations.
Antioxidant, preservative, anti-inflammatory, anticancer, ant infectious and healing properties
are all activities making her as a remarkable compound. The therapeutically valuable
properties in the treatment of age-related dementias such as Alzheimer's disease are
particularly described in this item. The purpose of this work is to establish the physico-
chemical and structural properties of curcumin to explain its pharmacological effects. Are also
described the reasons limiting its use in therapy, especially its low bioavailability, and ways to
circumvent them.



