N
N

N

HAL

open science

Implication des récepteurs sérotoninergiques 5-HT4 et
5-HT6 dans le traitement de la maladie d’Alzheimer
Johann Le Maitre

» To cite this version:

Johann Le Maitre. Implication des récepteurs sérotoninergiques 5-HT4 et 5-HT6 dans le traitement
de la maladie d’Alzheimer. Sciences du Vivant [g-bio]. 2016. dumas-01758187

HAL Id: dumas-01758187
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01758187v1
Submitted on 5 Jun 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-01758187v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE DE &

RENNES 1

THESE D'EXERCICE / UNIVERSITE DE RENNES 1
FACULTE DE PHARMACIE
sous le sceau de I'Université Européenne de Bretagne

THESE EN VUE DU
DIPLOME D'ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

présentée par
Johann Le Maitre

né le 02 octobre 1989 a Lorient

Implication des
récepteurs
sérotoninergiques 5-HT,
et 5-HTg dans le
traitement de la maladie
d’Alzheimer

Thése soutenue a Rennes
le 25 janvier 2016

devant le jury composé de :

Michéle DAVID

MC-HDR, Université de Rennes 1/ président

Nicolas LEVOIN

Bioinformaticien, Chémo-informaticien, Pharmacologue,
BIOPROJET / Rapporteur

Ronan BUREAU

Professeur des Universités, Université de Caen Basse-
Normandie / directeur de these

Alban LEPAILLEUR

MC-HDR, Université de Caen Basse-Normandie / co-
directeur de these






Remerciements

Je tiens tout d’abord a exprimer mes remerciements au Professeur Ronan Bureau et
au Docteur Alban Lepailleur, qui m’ont proposé de travailler sur ce projet passionnant, et qui

me font I’honneur d’étre mes directeurs de these.

Je tiens a remercier trés sincerement le Docteur Michéle David, présidente du jury de
these, pour sa gentillesse, son soutien et I'enseignement qu’elle m’a prodigué tout au long de

mes études.

Un grand merci au Docteur Nicolas Levoin qui me fait I’honneur d’étre rapporteur lors

de ma soutenance de thése.

Je remercie également chaleureusement le Docteur Samir Yahiaoui pour son aide, ses

conseils, et sa collaboration trés active tout au long de ce passionnant projet.

Je tiens a remercier Patrick Dallemagne, Professeur a [I’Université des Sciences
Pharmaceutiques de Caen Basse-Normandie, pour m’avoir accueilli au sein de son

laboratoire.

Je remercie trés chaleureusement mon ami de longue date David Le Franc, pour son

soutien sans faille et notre amitié a toute épreuve.

Je remercie de tout cceur mon amie Mathilde Hignard, pour son éternelle patience, sa
gentillesse, son soutien, ainsi qu’a tous nos moments trés agréables passés ensemble au

cours de ces années de fac.

Un immense merci a mes amis de fac;, Bruno Cornet, Mikael Charmeil, Guillaume

Thomazon, Mélanie Coirre, Céline Denoual, Manon Tressel et Julie Castier, pour leur amitié,



nos longues journées de révisions a la BU, et nos trés longues et trés fréquentes soirées tout

au long de ces longues années d’études.

Un trés grand merci a mon ancien binbme Yoann Le Basle, qui m’a supporté pendant

les TPs de 2° année.

Je remercie également ma notaire préférée, Juliette Maupou pour son éternelle bonne

humeur et nos interminables marches et revisites de Paris.

Je remercie, bien sdr, Isabelle Legrand qui m’a suivi tout au long de mon cursus

scolaire et universitaire telle une grande sceur.

Je remercie également ma chére consceur et amie franco-belge Héléne Texier, pour

son intarissable bonne humeur, et pour tous ces bons moments passés ensemble.

A Jean-Lucien Tsobanopoulos que j’ai eu la chance de croiser sur ma route, et qui m’a
permis de m’intégrer comme il se doit parmi les normands. A nos longues soirées devant les

grands classiques du 7e art.

Un immense merci a ma tante Angélina Le Luhant, pour m’avoir pris sous son aile dés
ma sortie du concours de Pharmacie, pour son enseignement et ses conseils dans le métier de

pharmacien d’officine.

Egalement un immense merci a Maryvone Lucas qui m’a encadré au cours de mes
stages et emplois d’été dans sa pharmacie d’officine, pour son enseignement, ses conseils et

tout ce qu’elle m’a apporté au cours de ces années.

Je tiens également a remercier Emilie Gué, Clémence Riva (et ses abeilles), Jessica

Servager (et ses daphnies), Lina Belkacem, et Jean-Philippe Métivier; Post-doc, doctorante et



stagiaires du CERMN pour leur éternelle bonne humeur, et les moments formidables passés

en leur compagnie durant la rédaction de ce manuscrit.

Un grand merci au Professeur Jean-Pierre Bazureau, au Docteur Ludovic Paquin, et au
reste des membres de leur équipe de recherche, pour tout ce qu’ils m’ont apporté lors de

mon stage industriel-recherche de 5° année, en synthése organique.

Un grand merci également a tous les enseignants des Universités de Rennes et Caen

pour leurs savoirs prodigués tout au long de mes études.

Je remercie d’avance ceux et celles qui auront eu le courage de lire ce manuscrit

jusqu’au bout.

A Mr Gilles Torel, pour son amitié, sa gentillesse, et sa joie de vivre. A sa mémoire.

Un grand merci a tous les membres de ma famille.

Je remercie également ma jeune sceur pour son éternel sens de I’humour.

Un grand merci a mes parents et ma grand-mére sans qui je ne serais pas la
aujourd’hui et qui ont toujours su me soutenir et m’encourager pendant toutes ces longues

années d’études.



Liste des principales abréviations

5-HT : Sérotonine

AP : Peptide B-amyloide

AB : Agonistes Biaisés

ACh : Acétylcholine

AChE : Acétylcholinestérase

AChEI : Inhibiteur de I'acétylcholinestérase

AC : Adenylate Cyclase

APP : Amyloid precursor protein (protéine précurseur de I'amyloide)
ARNmM : ARN messager

BDNF : Brain Derived Neurotrophic Factor

BACEL : B-APP Cleaving Enzym

Cdk5 : Cyclin dependent kinase-5

CK1 : Caséine Kinase 1

CAM kinase : Protéine Ca2+/calmoduline-dépendantes

CERMN : Centre d’Etude et de Recherche du Médicament de Normandie
DNF : Dégénérescences neurofibrillaires

DYRK1A : Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A
ERK2 : Extracellular signal-Regulated Kinase

GABA : Acide Gama-Aminobutyrique

GSK-3 : Glycogéne Synthase Kinase-3

LTP : Potentialisation a long terme

MA : Maladie d’Alzheimer

NMDA : N-méthyl-D-aspartate

MTDLs : Multi Target Directed Ligands

MAP kinase : Mitogen-activated protein kinase

MARK : Microtubules Affinity Regulating Kinase



MMT : Multiple Medication Therapy

MCM : Multiple Compound Medication

PKya : Protéine kinase A

PLC : Phospholipase C

PS : Plagues séniles

PS (1-2) : Genes de la préséniline 1 et 2

PDB : Protein Data Bank

RMSD : Root-Mean-Square Deviation

ROS : Reactive oxygen species

RSA : Relation Structure-Activité

Récepteur AMPA : récepteur a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-prpionate
RCPG : Récepteurs couplés aux protéines G

Régions CA : Corne d’Ammon (CA1, CA2 et CA3)

TPC : Troubles psycho-comportementaux

SCPD : Symptomes Comportementaux et Psychologiques de la Démence
sdf : Structure Data File

Tau : Tubule Associates Unit
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Introduction

Le vieillissement de la population a pour conséquence d’augmenter de facon
importante la prévalence de la maladie d'Alzheimer (MA). Elle affecte aujourd’hui en France
prés de 850 000 personnes avec, chaque année, 165 000 nouveaux cas et une prévision de
1,2 millions de personnes en 2020 '. Compte tenu de I'impact social et économique, cette
pathologie devient particulierement préoccupante. Cette maladie serait la 6° cause de
mortalité aux Etats-Unis avec 5,4 millions de personnes atteintes % Sur le plan
thérapeutique, quatre médicaments sont actuellement disponibles pour le traitement
symptomatique de la maladie. Trois médicaments inhibiteurs de I'acétylcholinestérase, dont
les principes actifs sont le donépézil (Aricept®, Eisai), la galantamine (Reminyl®, Janssen
Cilag) et la rivastigmine (Exelon®, Novartis), sont prescrits afin de diminuer la dégradation de
I'acétylcholine. Un quatrieme médicament dont le principe actif est la mémantine (Ebixa®,
Lundbeck), prescrit a un stade plus sévere de la maladie est un antagoniste non compétitif et
d’affinité modérée des récepteurs NMDA **. Malheureusement, ces quatre médicaments
sont considérés comme relativement inefficaces. La maladie d’Alzheimer est un trouble
neurodégénératif qui entraine, progressivement, la perte des fonctions mentales suite a la
détérioration du tissu cérébral, conduisant aprés un stade pré-démentiel a un tableau
démentiel >. Sa cause exacte est encore inconnue, mais on suppose une susceptibilité
génétique majeure. Les genes impliqués résultent d’une mutation du gene APP situé sur le
chromosome 21 qui code pour un précurseur de la protéine amyloide et de mutations des
génes PS1 et PS2 situés respectivement sur les chromosomes 14 et 1 °. Au niveau des
mécanismes cellulaires, cela se traduit par une accumulation de protéines qui entraine un
dysfonctionnement cellulaire, en particulier pour la phosphorylation de la protéine Tau dans

les microtubules ’.
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Ce manuscrit met tout d’abort en avant un état des lieux sur les grandes notions, et
les différents mécanismes de la mémoire, suivi d’éléménts détaillés sur la maladie
d’Alzheimer mettant en avant entre autre la physiopathologie, son étiologie ou encore les

nouvelles stratégies de traitements en cours de recherche.

Par la suite, il a été mis en avant le role et I'intérét des récepteurs sérotoninergiques
5-HT4 et 5-HT6 dans le traitement de la maladie d’Alzheimer, a la fois de facon
symptomatique et curative. La conception de MTDLs (Multi-Target Directed Ligands), ciblant
a la fois ces deux types de récepteurs représente donc une stratégie innovante dans le
traitement de maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer qui impliquent

des cibles multiples.

Dans le cadre de cette thése d’exercice, des recherches ont été effectuées sur la
conception de pharmacophores afin d’obtenir des MTDLs, ciblant a la fois les récepteurs 5-
HT6, et les récepteurs 5-HT4, au sein du service de Chémoinformatique du CERMN a
I’'Université de Caen Basse-Normandie. Ainsi la combinaison de I'activation du récepteur 5-
HT4 et le blocage du récepteur 5-HT6 pourrait améliorer I'activité thérapeutique dans le
traitement contre la maladie d’Alzheimer 2. Le laboratoire du CERMN a concu récemment le
“Donecopride”; un MTDL, agoniste des récepteurs 5-HT4 et inhibiteur de
I'acétylcholinestérase (AChEIl); candidat médicament dans le traitement curatif de la

. . 1
maladie d’Alzheimer **°,

Ces études doivent étre davantage approfondies afin de déterminer de nouvelles

cibles et stratégies thérapeutiques s’intéressant aux maladies neurodégénératives.
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| — La mémoire

[.1 — Mécanismes de la mémoire

1.1.1 — Généralités

En psychologie, la mémoire est la faculté d’acquérir, conserver et restituer diverses
informations. Il s’agit entre autre de la construction de notre identité. La mémoire ne
correspond pas a une entité uniqgue mais a différents sous-systemes relativement

indépendants.

Physiologiquement la mémoire est mise en place par les changements de la capacité
de la transmission synaptique d’un neurone a l'autre, résultant d’une activité neuronale
antérieure. Ces changements créent en retour de nouvelles voies de transmission de signaux
a travers les circuits neuronaux du cerveau, appelées traces de mémoire. Elles sont
importantes parce que, une fois établies, elles peuvent étre activées par la pensée pour
reproduire les souvenirs. L'apprentissage et la mémoire permettent une adaptation
permanente de notre cerveau au cours de notre vie. Différents réseaux neuronaux sont
impliqués dans les différents types de mémorisation. La meilleure connaissance de ces
processus améliore la compréhension de certains troubles mnésiques, et ouvre la voie a des

interventions possibles dans I'avenir.

Des défauts de la mémoire en cas de vieillissement normal, ou di a une pathologie
neurodégénérative provoquent une perte d’identité, la perte de notre histoire personnelle ;
ce qui rend donc les relations sociales d’autant plus difficiles. L'augmentation de la

population vieillissante atteinte de troubles séniles se caractérise par des troubles de la
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mémoire, ou la découverte de pathologies neurodégénératives entrainant des altérations

mnésiques. Une mise au point de traitements efficaces est aujourd’hui nécessaire.

Des études se sont intéressées aux mécanismes neuronaux impliqués dans la mémoire,
gue ce soit en condition physiologique ou pathologique. De nombreux systéemes de
neurotransmission interviennent dans la régulation et la modulation de la mémoire, comme
les systémes cholinergiques, glutamatergiques, gabaergiques, sérotoninergiques et
dopaminergiques. Les thérapeutiques actuelles sont ciblées sur [linhibition de

’acétylcholinestérase (AChEI), et le blocage des récepteurs glutamatergiques >***.

Les modulations du systéme sérotoninergique jouent un role important dans les fonctions
mnésiques associées a la maladie d’Alzheimer, notamment en raison de la disposition des
voies sérotoninergiques centrales et de la pluralité des récepteurs qui lui permettent de

jouer un role modulateur sur les systemes cholinergiques et glutamatergiques.

1.1.2 — Mécanismes cérébraux

La mémoire se divise en 3 grandes familles : la mémoire sensorielle, la mémoire a

court terme et la mémoire a long terme (fig.1).

mt.e,. = [M‘molroaeourtum ] — [ Mémoire a long terme ]
|
/ [ Déclarativ: (explicite) ] [ Non-déclaratlive (implicite) }
[ Mémoire de travail ] | |
| |

Habiletés et Apprentissages

habitudes non-associatifs

Concepts Evénements Conditionnements Amorgage
classiques simples

i

Figure 1. Les différents types de mémoire.
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La mémoire sensorielle correspond aux mémoires visuelles (m. iconique), auditives (m.

échoique) et olfactives.

La mémoire a court terme est un systeme mnésique de capacité limitée qui permet de
maintenir en mémoire une quantité restreinte d’informations, pendant une courte durée (<

a quelques dizaines de secondes), dans le but de réaliser une tache.

La mémoire a long terme posséde une capacité de stockage trés importante, théoriquement

illimitée, et permet donc de stocker des informations de maniéere durable voir définitive.

L'information transite d’abord par la mémoire a court terme avant d’accéder a la mémoire a
long terme. Les patients amnésiques souffrent d’une atteinte de la mémoire a long terme,

sans altération de la mémoire a court terme, ou inversement.

Dans les années 1970, des recherches se rapportant a la mémoire a court terme et a long
terme ont été réalisées séparément, et ont permis de définir de nouveaux modeles
structuraux de la mémoire, et ainsi révéler toute sa complexité. En 1974, Baddeley et Hitch
remplacent le concept de mémoire & court terme par la mémoire du travail *% Celle-ci
permet de maintenir temporairement et de manipuler des informations pendant la

T . n oy , . . . 1
réalisation de taches cognitives (compréhension, lecture, apprentissage, raisonnement) =>.

Le modele MNESIS (Modele NEo Structural Inter-Systémique de la mémoire humaine)
d’Eustache et Desgranges représente I'organisation hiérarchique et les relations entre les

mémoires perceptives, la mémoire sémantique et la mémoire épisodique .
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Mémoire de travail

[ Mémoire a long terme J

Boucle phonologique
(permet de garder a I'esprit
une suite de mots dans une
conversation)

Mémoire épisodique
(souvenirs d’événements lié a

des contextes précis) \
| Relai épisodique (buffer) Administratenreental

Mémoire sémantique S P I
(relie mémoire a long (oriente mémoire de travail

(connaissances générales sur N P !
le monde) terme‘ alaimémaire de vers différents aspects d’une
travail tache)

Mémoire perceptive
(souvenirs d’images,

I sons...)

Calepin visuo-spacial

(permet de garder une scéne
visuelle et de I'explorer par la
pensée)

Mémoire procédurale |

Apprentissage
procédural cognitif
(équations

mathématiques)

Apprentissage
procédural perceptivo-
verbal

(apprendre un poéme)

Apprentissage
procédural perceptivo-
moteur

(apprendre a conduire)

Figure 2. Représentation du modéle MNESIS (Modéle NEo-Structural Intersystémique de la mémoire
humaine) proposé par Eustache et Desgranges (2008) ",

1.1.2.1 — La mémoire de travail

La mémoire de travail est composée d’'un administrateur central ou systéeme exécutif
central, ainsi que deux systemes esclaves (boucle phonologique et le registre visuo-spacial).
L'administrateur central est capable d’élaborer des stratégies et de planifier les différentes
étapes d’une action, et contréle ensuite le passage de I'information vers la mémoire a long
terme. La boucle phonologique permet de retenir I'information par autorépétition sub-
vocale et récapitulation articulatoire (langage). Le registre visuo-spacial permet de maintenir
pendant une courte durée des informations visuelles et spatiales ; ce qui permet donc de
former et conserver des représentations spatiales. En 2000, Baddely intégre le buffer, ou le
tampon épisodique a la mémoire de travail (fig.2) B s’agit d’'un systéme esclave sous le
contréle de I'administrateur central. Il permet de maintenir temporairement des
informations multimodales, c’est-a-dire provenant de différentes sources (verbales,

visuelles, spatiales). Son objectif est de stocker des épisodes dans lesquels I'information est
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intégrée dans I'espace et le temps. Il a donc un role fondamental dans I'encodage et la

récupération des informations de la mémoire épisodique.

1.1.2.2 — La mémoire a long terme

En 1980, R. Squire et M. Zola divisent la mémoire a long terme en deux catégories : la

mémoire déclarative (explicite) et la mémoire non déclarative (implicite) .

Mémoire a long terme

¥ N

Episodique Sémantique
(événements (mots, idées,
biographiques) concepts)

A

Figure 3. La mémoire a long terme.

1.1.2.2.a —La mémoire déclarative
La mémoire déclarative correspond a la mémoire des faits et des évenements de la vie. Les
informations stockées sont accessibles a la conscience (mémoire verbalisable). La mémoire
déclarative est elle-méme divisée en deux sous catégories qui sont la mémoire épisodique,

et la mémoire sémantique (fig.3).
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- La mémoire épisodique correspond a la mémoire des événements situés dans un
contexte spatio-temporel précis (quoi, ou, quand?) (ex: Concours Pharmacie a
Rennes en juin 2008).

- La mémoire sémantique correspond a la mémoire des concepts et des connaissances
indépendants d’un contexte spatio-temporel. Nous ne savons pas ou et quand nous

avons appris et acquis ces connaissances (ex : Paris est la capitale de la France).

R . , . . .. 16.1
D’apreés Tulving, ces deux formes de mémoire fonctionnent conjointement **%7.

1.1.2.2.b — La mémoire non déclarative
La mémoire non déclarative est essentiellement constituée de la mémoire procédurale
(mémoire des habilités motrices, verbales et cognitives), qui est acquise progressivement,
avec de lI'entrainement, et qui peut étre restituées sans faire référence aux expériences
antérieures. C'est une forme de mémoire que nous utilisons sans en avoir conscience (faire
ses lacets, démarrer sa voiture, faire du vélo, allumer une cigarette..). La mémoire non
déclarative s’exprime également dans le phénoméne d’amorcgage ou priming qui correspond
a la plus grande rapidité et a la facilité de reconnaissance perceptive ou sémantique d’'un

matériel appris de facon inconsciente.

1.1.2.2.c — Le processus de mémorisation

La mémorisation est un processus complexe découpé en 3 phases :

- Lacquisition de [linformation (encodage), qui correspond au traitement et

I’élaboration de I'information pour en faire un souvenir.

La consolidation, qui correspond au stockage de I'information a plus ou moins long

terme. De cette phase dépendra I'oubli de I'information.
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- Le rappel correspond a la récupération de l'information stockée dans une région
cérébrale précise en fonction du type d’information, et il est donc dépendant de la

qualité de stockage ou la rétention de I'information.

Le lobe temporal interne, constitué de I'hippocampe active les différents éléments qui

composent le souvenir.

I.1.3 — Mécanismes moléculaires et synaptiques

Le stockage des souvenirs dans le cerveau est induit par des modifications
biochimiques et morphologiques intracellulaires, ainsi qu’a des connexions entre neurones

. , . . 18,1
et synapses. La formation de la mémoire entraine un renforcement des synapses ***°.

Lorsque deux neurones sont connectés par une synapse plastique, I'efficacité de la
transmission synaptique est fonction de I'activité passée des neurones. Le fait qu’a la suite
de stimulations répétées d’un neurone postsynaptique, une stimulation unique du neurone
présynaptique entraine une réponse facilitée et durable. Le blocage expérimental de cette
forme de plasticité au niveau de [|'hippocampe entraine des déficits importants

d’apprentissage chez I'animal (fig.4) %°.
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Arrivée d'un potentiel d'action
{fréquence faible)

-

Arrivée d'un train de potentiel d'action
{fréquence forte)

W~

Vésiculas présynaptiques
de neurotransmetteur

Forte exacytose
de neurotransmetteur

Faible exocytose
de neurotransmetteur

Faible modification de I'activité l:;xauon o AL Forte modification de I'activité
| @ neurotransmetteur i aeiTons Dost s St
du neurone postsynaptique sur des récepteurs postsynaptiques il

Figure 4. La transmission synaptique.

Ces remaniements synaptiques mettent en jeu l'activation de récepteurs spécifiques, en

particulier les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) du glutamate 27

, et les récepteurs
opioidergiques, ainsi qu’un ensemble de cascades d’activation de protéines, en particulier
les kinases, permettant la conversion de signaux extracellulaires d’activation en
changements fonctionnels des connexions neuronales. Le systeme cholinergique agit en
synergie avec la transmission glutamatergique pour déclencher et réguler la plasticité

. 22,252
synaptique %%,

|.2 — Potentialisation a long terme, LTP, mémoire et plasticité synaptique

La mémoire est associée aux connexions entre les neurones, autrement dit aux
synapses, plutot qu’a la création de nouveaux neurones. On parle ici de concept de plasticité
synaptique. En 1966, Terje Lomo observe le phénomeéne de potentialisation a long terme

dans I'hippocampe de lapin %°. Une stimulation électrique présynaptique de haute fréquence
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entraine une réponse postsynaptique plus intense a une stimulation présynaptique

ultérieure.

La plasticité synaptique est le phénomene de base des processus d’apprentissage et de

20,21,28-30

mémorisation . La stimulation a haute fréquence des neurones présynaptiques

glutamatergiques de I'"hippocampe des mammiferes induit une LTP de durée plus ou moins

longue, selon le protocole de stimulation. Le LTP se fait en deux temps %% :

- Entrée de calcium via la stimulation du récepteur NMDA. L'influx de calcium via les
canaux calciqgues de la membrane postsynaptique est suivi de la mobilisation du
calcium du réticulum endoplasmique par stimulation calcium-dépendante des
récepteurs de la ryanodine.

- Le calcium va activer des enzymes sensibles a la calmoduline : Camkinase 2 et AC de
type 1. La Cam-kinase phosphoryle les récepteurs AMPA préexistant, ce qui
sensibilise a court terme le neurone postsynaptique, 1 a 2 heures expérimentalement

(LTP1).

Les potentialisations a plus long terme (LTP2, LTP3) impliquent de plus la stimulation du
récepteur mglu couplé a Gq avec stimulation de PLC puis de PK¢, et un renforcement de
I'activité AC via la stimulation de récepteurs 3-adrénergiques et dopaminergiques D; et Ds,

N . . 2
menant a I'activation de PK, %°.

Les protéines kinase Camkinase, PKc et PK, associés a des MAP kinases, concourent a

I'activation de facteurs de transcription qui stimulent les génes codant de nombreuses

/. P s q- . T 20,21,2
protéines, récepteurs de neuromédiateurs qui vont renforcer la sensibilité neuronale 2>?%%,

et facteur de croissance comme le BDNF (brain derived neurotrophic factor) 2%

qui vont
favoriser la croissance dendritique permettant I'établissement de nouvelles synapses.
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|.3 — Structures cérébrales impliquées dans la mémoire

La mémoire déclarative (explicite) est permise par le systeme limbique,
contrairement a la mémoire non déclarative (implicite) qui fait plutét appel aux ganglions de
la base et au cervelet. Le traitement initial des données pour la mise en mémoire s’effectue
via des circuits fonctionnels (systeme limbique, ganglions de la base). Le concept de
conservation des données mémorisées en une ou plusieurs zones précises, selon la nature

de I'information, n’est pas totalement vérifié.

Le systéme limbique détient le centre des émotions, jouant un réle tres important dans le
comportement, dans diverses émotions telles que I'agressivité, la peur, le plaisir, ainsi que la
formation de la mémoire. Ses principales composantes sont les structures corticales et

subcorticales suivantes :

L’hippocampe, impliqué dans la formation de la mémoire a long terme.

- L'amygdale, impliquée dans I'agressivité et la peur.

- Le gyrus cingulaire, permettant la communication entre les différentes régions du
systéme limbique. Il constitue une partie du circuit de Papez.

- Lefornix, permettant le lien entre I’"hippocampe et les corps mamillaires.

L’hypothalamus

Il est donc une étape obligatoire pour la mise en mémoire a long terme des informations.

Les déficits mnésiques liés a des lésions de I'hippocampe sont spécifiques de la
mémoire déclarative. Les structures corticales associées a I'hippocampe sont les cortex
périrhinal, parahippocampe et entorhinal. L’hippocampe n’est pas le lieu de stockage

s e egs , . . , 1
définitif de la mémoire. Le stockage permanent se fait dans le néocortex 3334
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L’hippocampe permet la création d’images mentales, et joue un role fondamental dans la

, . . 2
mémoire spatiale *.

L'amygdale (extrémité antérieure de I’"hippocampe) joue un réle dans la charge affective liée

aux souvenirs et a I'apprentissage, motivé par la peur *.

Les corps mamillaires, noyaux antérieurs et dorso-médian du thalamus sont impliqués dans
divers aspects de I'apprentissage et de la mémoire. La lésion des corps mamillaires induit

amnésie et syndrome de Korsakoff *°.

Les noyaux antérieurs du thalamus sont en relation avec les corps mamillaires, les noyaux
dorso-médian, I'amygdale et le lobe temporal. Si lésion de ces noyaux, on observe des
déficits séveres de la mémoire, une amnésie antérograde, et troubles dans les taches de

reconnaissances.

Une partie des noyaux cholinergiques, trouvant leur origine au niveau du septum médian, et
se projetant au niveau de |'hippocampe, est considérée comme une voie majeure des

/ . . 2
processus de mémorisation 3 .

La lésion du gyrus cingulaire, impliqué dans I'impulsion motrice, provoque un déficit de

I'attention pouvant perturber I’enregistrement des souvenirs.

La base du cerveau antérieur (ou télencéphale ventral) est la source principale de

3738 Ce sont les noyaux du septum médian et la bande diagonale

I'innervation cholinergique
de Broca qui se projettent au niveau de |'hippocampe via le fornix et le noyau basal de

Meynert qui sont a 'origine de l'innervation cholinergique du cortex frontal, pariétal et

temporal. La maladie d’Alzheimer est le résultat de la neurodégénérescence de ces
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structures . Cela prouve I'implication du cerveau antérieur basal dans certains processus de

meémorisation.

Les ganglions de la base (noyaux caudés, putamen, globus pallidus, pallidum ventral, noyaux

accubens et noyaux sous thalamiques) sont impliqués dans I'apprentissage procédural *°.

Quant a lui, le cervelet controle les mouvements coordonnés, les apprentissages moteurs et

procéduraux, ainsi que la mémoire de travail (boucle phonologique) (fig.5) ***.

Entrée Auditive Entrée Visuelle

Analyse Phonologique

Y

Stock Phonologique Code Visuel
a court terme

v A Y

Boucle de récapitulation Recodage ique
; - <= ecodage Phonologique
articulatoire & g1q

Figure 5. Boucle phonologique.
Les cortex entorhinal, perirhinal et parahippocampique forment avec I’hippocampe les lobes
temporaux médians. lls sont impliqués dans la reconnaissance visuelle, et dans le role de la

consolidation de la mémoire déclarative et dans le stockage temporaire des souvenirs 2%,

Le cortex préfrontal retient les informations nécessaires a des raisonnements en cours. |l
. Al - ~ . N , . .1 43
joue un réle important dans les taches faisant appel a la mémoire de travail ™.

Le néocortex joue un role dans le stockage des souvenirs de maniére définitive **.

Les lobes temporaux jouent a leur tour un réle dans le stockage temporaire de I'information,
mais il existe un transfert des événements anciens dans les aires ou l'information a été

initialement traitée (cortex visuel, auditif, tactile...).
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1.3.1 — Le circuit Papez

Le circuit Papez est un ensemble de structures nerveuses du cerveau impliquées dans
le controle des émotions. Celui-ci a fait valoir que les messages sensoriels concernant les
stimuli émotionnels qui arrivent au thalamus sont ensuite dirigés a la fois vers le cortex
(courant de pensée) et I'hypothalamus (flux de sentiment) *. Une série de connexions ont
été proposée a partir de I'hypothalamus antérieur vers le thalamus (1) et sur le cortex
cingulaire (2). Les expériences émotionnelles ou sentiments se produisent lorsque le cortex
cingulaire integre les signaux de I'hypothalamus avec les informations du cortex sensoriel. La
sortie du cortex cingulaire a I'hippocampe (3), puis a I'hypothalamus (4) permet un controle

de haut en bas cortical de réponses émotionnelles (fig.6).
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Figure 6. Le circuit Papez 2,

Le circuit Papez, dont la lésion provoque souvent des troubles de la mémoire, en particulier
un syndrome de Korsakoff (caractéristique d’une atteinte bilatérale des corps mamillaires
chez les patients alcooliques), est un ensemble de structures nerveuses du cerveau

impliquées dans le contrdole des émotions.
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Il est décrit comme une série de connexion entre 4 principales structures :

- Région septale, en rapport avec la structure de I’hippocampe
- L'amygdale

- La substance réticulée du tegmentum mésencéphalique

- Différentes zones des lobes frontaux et temporaux

- Le gyrus cingulaire

|.4 — Les mécanismes neurologiques de la mémoire

Les grands systemes de neurotransmetteurs impliqués dans la mémoire sont les

systémes cholinergiques et glutamatergiques ***°.

1.4.1 — Le systéeme cholinergique

Les transmissions cholinergiques sont assurées par I'acétylcholine (ACh), ester acétique
de la choline. L'acétylcholine a été le premier neuromédiateur caractérisé des le début du

XX siécle par ses effets périphériques, mais c’est aussi un neuromédiateur central important
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Une diminution importante de I'activité choline acétyltranferase corticale induit un
déficit cognitif sévere. De nombreuses études ont démontré que le blocage des récepteurs
muscariniques par des antagonistes tels que |'atropine ou la scopolamine entrainait un
déficit de performance d’acquisition dans de nombreux domaines d’apprentissage. Les
agonistes des récepteurs cholinergiques et inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (AChEIl) sont
capables de contrebalancer les déficits d’apprentissage observés dans ces modeéles

d’hypofonctionnements cholinergiques, mais également ceux liés au vieillissement normal.
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Les agonistes des récepteurs nicotiniques améliorent des processus cognitifs et la mémoire

de travail 8.

Les voies cholinergiques présentent un grand nombre de terminaisons nerveuses au
niveau de I'hippocampe et du cortex, qui sont les deux structures trés impliquées dans les
processus mnésiques. Des pertes de neurones sérotoninergiques et noradrénergiques, ainsi
que des baisses de concentrations de dopamine au niveau des zones corticales, ou de
glutamate, de noradrénaline et sérotonine (5-HT) au niveau de |'hippocampe ont été
observées. Le systéme cholinergique joue un réle essentiel dans les processus mnésiques
comme l'acquisition et la consolidation. Au niveau de I'hippocampe, I’ACh dépolarise les
neurones pyramidaux en bloquant les canaux potassiques 2°, diminuant I'inhibition dans
I’hippocampe en agissant sur les interneurones gabaergiques, et entraine une up régulation

des récepteurs NMDA 2228,

Le systeme cholinergique (muscarinique, nicotinique) agit en synergie avec la terminaison

glutamatergique pour provoquer et réguler la plasticité synaptique.

1.4.2 — Le systéme glutamatergique

Le glutamate, forme ionisé de l'acide glutamique, est le principal neuromédiateur
excitateur du systéeme nerveux central, alors que le GABA, acide y-aminobutyrique, est le
principal médiateur inhibiteur. Un équilibre des deux transmissions est garant du maintien
des fonctions du systéme nerveux central, les effets inhibiteurs du GABA contrebalancant les
effets excitateurs du glutamate. Les deux neuromédiateurs agissent sur des récepteurs

canaux et sur des récepteurs couplés aux protéines G, RCPG.

Les récepteurs canaux du glutamate (NMDA, AMPA, kainate ou KAR), a perméabilité

cationique, ou récepteurs ionotropes, interviennent dans le développement des synapses et
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les phénomeénes de mémorisation et d’apprentissage. Leur stimulation excessive entraine la
mort neuronale. Ceci permet d’envisager |'utilisation d’agonistes dans le traitement des
troubles de la mémoire, et d’antagonistes dans le traitement des dégénérescences

neurofibrillaires, telle que la mémantine (Ebixa®, Lundbeck) **.

Les RCPG du glutamate (mglul a mglu8), ou récepteurs métabotropes, ont un role

modulateur du fonctionnement neuronal.

Une forte densité de récepteurs NMDA intervenant dans le processus d’apprentissage, est

, . . 2
retrouvée au niveau de I’hippocampe et du cortex 2.

L'induction de la plasticité synaptique (LTP) est provoquée par I'action du glutamate sur les
sous sites des récepteurs glutamatergiques AMPA et NMDA. La plasticité NMDA-dépendante
a été démontrée dans les synapses de I"hippocampe. Son mécanisme a été étudié dans la

région CA1 2%,

Les antagonistes des récepteurs glutamatergiques provoquent des déficits dans différents
tests de mémorisation chez le rongeur, alors que les agonistes ont un role bénéfique dans le

. , . . 2
processus d’apprentissage et de mémoire chez I'animal 2.
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Chapitre Il — La maladie
d’Alzheimer
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Il — La maladie d’Alzheimer

[1.1 — Définition

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative multifactorielle
dépendant de I'dage, qui se traduit par une diminution progressive et irréversible des
fonctions mentales et par une perte progressive de la mémoire et des principales fonctions

cognitives retentissant sur les capacités fonctionnelles et sociales.

La maladie d’Alzheimer est la cause principale de syndrome démentiel, et en

représente au moins 70% des cas °°

. Elle est définie cliniquement par I’association de
troubles cognitifs et comportementaux caractérisant un syndrome démentiel caractérisé par

I'existence d’une perte neuronale, de plaques amyloides et de dégénérescences

neurofibrillaires.

Cette maladie est le plus souvent évolutive. Les signes précoces vont se traduire par
des troubles de la mémoire portant sur la mémoire a court terme. Ces troubles cognitifs
vont progressivement s’aggraver, et laisser place a l'apparition d’autres perturbations
cognitives comme le langage, praxie (fonctions instrumentale), gnosie, des troubles de
I'organisation et de la programmation (fonctions exécutrices), ainsi que des troubles psycho-

comportementaux suffisamment séveres pour retentir sur les activités de la vie quotidienne.

II.2 — Historigue

C'est en 1906 qu’un neuropathologiste allemand, Alois Alzheimer, décrit les
altérations anatomiques observées, post-mortem, sur le cerveau d’'une malade de 51 ans
(Auguste Deter), atteinte de démence, ainsi que la premiére histologie des plagues séniles et

des dégénérescences neurofibrillaires. Le terme de « maladie d’Alzheimer» fut
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officiellement proposé par le psychiatre Emile Kraepelin en 1910 >*. D’étiologie inconnue, la
maladie d’Alzheimer est caractérisée par une perte neuronale, une déplétion cérébrale en
acétylcholine et I'association de deux types de lésions anatomopathologiques, constituées

par les plaques séniles et les dégénérescences neurofibrillaires.

L'altération de la transmission cholinergique centrale, démontrée en 1976, a ouvert
la voie aux premieres approches thérapeutiques. Dés 1984, Glenner et Wong ont démontré
que le principal constituant des plaques séniles était un peptide nommé A (ou B-amyloide).
Son précurseur, appelé APP (Amyloid Precursor Protein), fut identifié en 1987. L'année
suivante, I'équipe de Goedert mit en évidence le role essentiel de la protéine Tau dans les

dégénérescences neurofibrillaires >2.
II.3 — Epidémiologie

La maladie d’Alzheimer affecte aujourd’hui pres de 25 millions de personnes dans le
monde dont 5,3 millions en Europe. En France prés de 870 000 personnes sont atteintes
avec, chaque année, 220 000 nouveaux cas et une prévision de 1,2 millions de personnes en
2020 %, et 2,2 millions en 2040. Compte tenu de I'impact social et économique, cette
pathologie devient particulierement préoccupante. Cette maladie serait la 6° cause de
mortalité aux Etats-Unis avec 5,4 millions de personnes atteintes. Si aucun traitement pour
prévenir, retarder ou arréter la progression de la maladie n’est trouvé, le nombre de cas
passera a 13,5 millions en 2050 aux Etats-Unis 233 ot 3 115,4 millions dans le monde selon

I’Association Alzheimer.

Si la maladie touche le plus souvent la personne agée, elle peut survenir plus tot, avant 60
ans. On évalue a pres de 20000 le nombre de patients souffrant d’'une forme a début

précoce. L’age moyen o le diagnostic de la maladie est posé est de 68,7 ans (+/- 7 ans) >*.
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En France, on estime a la moitié le nombre de patients diagnostiqués, et donc sous

traitement >°.

L'analyse neuropathologique de cerveaux de sujet décédés de toute autre cause montre
gu’a l'age de 47 ans, la moitié des cerveaux présente déja des dégénérescences

neurofibrillaires.

[I.4 — Physiopathologie

11.4.1 — Evolution clinique

L'installation de la pathologie se déroule en 3 phases.

- Phase préclinique, insidieuse, correspondant a la constitution progressive des lésions
cérébrales ; cette phase initiale, cliniguement muette dure entre 10 et 25 ans.

- Phase pré-démentielle, dominée par des troubles mnésiques accompagnés peu a peu
de déficits cognitifs, voire de troubles comportementaux.

- Phase démentielle, dans laquelle la désorientation temporo-spatiale s’installe,
accompagnée de troubles psycho-comportementaux et d’'une perte progressive de

I’'autonomie personnelle.

11.4.2 — Symptomatologie

L'atteinte de la mémoire est une constante de la maladie et constitue le principal motif
de consultation. Chez les patients atteints, I'amnésie concerne surtout les événements
survenus apres le début de la maladie (amnésie antérograde) ; a un stade plus avancé, il
apparait une amnésie rétrograde. Les troubles cognitifs se traduisent par une aphasie (perte
du langage), une apraxie (perte de stratégie de mouvements), et une agnosie optique (perte

de la reconnaissance visuelle).
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1.4.2.1 — Troubles cognitifs

11.4.2.1.a — Troubles de la mémoire
Le symptOome révélateur de la maladie d’Alzheimer est le trouble, voire la perte de la
mémoire. Les troubles mnésiques précoces observés lors de la MA concerne la mémoire
épisodique >**’. Les patients atteints de la MA sont capables de restituer des souvenirs
anciens, la phase de rappel du processus de mémorisation ne semble pas étre altéré. Les
patients sont incapables de restituer des souvenirs récents et de mémoriser de nouvelles

informations. Cela est d0i a une altération de la phase de consolidation >/, ainsi qu’une

altération de la mémoire de travail 2.

Les déficits de mémoire de travail sont liés a un déficit d’acquisition de nouvelles
informations, car cette mémoire est impliquée dans la phase de mémorisation. Ce déficit est
conduit par un dysfonctionnement de I'administrateur central ou du buffer épisodique voire

des deux composantes °’.

Dans un second temps, on a un trouble de la mémoire sémantique >°, alors que la mémoire

procédurale reste longtemps conservée.

11.4.2.1.b — Troubles phasiques
Les troubles du langage s’installent progressivement, se caractérisant par un manque
de mots. Le malade participe de moins en moins aux conversations. Des actes bénins de la

vie quotidienne deviennent de plus en plus difficiles a réaliser ®.

L’écriture est marquée par une dysorthographie, avec une écriture de type phonétique. Par

contre la lecture reste plus longtemps conservée.
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A un stade plus avancé, I'aphasie devient globale. Le langage comme I'écriture deviennent
complétement désorganisés. Le malade parle et lit de moins en moins, et sa compréhension

devient de plus en plus limitée.

11.4.2.1.c —Troubles praxiques

Il existe trois types d’apraxie ® :

- L'apraxie du Limb-kinetic : Perte de dextérité de la main et des doigts résultant de
I'incapacité de se connecter ou d'isoler les mouvements individuels.

- L'apraxie idéomotrice : Trouble de mouvement orienté vers un but. Le patient sait ce
qu'il faut faire mais pas comment le faire. Perturbation de la synchronisation, du
séquencage et I'organisation spatiale de mouvement gestuel.

- Ll'apraxie idéatoire: Elle touche la capacité a manipuler des objets. Il s’agit
typiquement d’une incapacité a se représenter mentalement la suite de gestes a
réaliser pour effectuer une action. Il est ainsi tres difficile pour une personne en
souffrance, d’insérer une clef dans une serrure ou d’éplucher un fruit. Les gestes sont

maladroits et confus.

11.4.2.1.d — Troubles gnosiques
Les troubles gnosiques sont essentiellement visuels dans le cas de la maladie
d’Alzheimer. lls correspondent a une incapacité de reconnaissance visuelle causée par une
lésion au niveau du lobe occipital et des aires associatives visuelles. Les malades sont
incapables de reconnaitre des objets, des images, puis méme des visages familiers
(prosopagnosie). Il existe aussi des troubles de la désignation des parties du corps et de son

propre visage sur une photographie.
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1.4.2.2 — Troubles psycho-comportementaux

Les troubles psycho-comportementaux (TPC) font partie intégrante de la démence. lls
surviennent a un stade variable de la maladie d’Alzheimer et sont, par définition, révélateur

2 . . , .
6283 Ces troubles sont évalués selon une échelle, qui est actuellement le

d’autres démences
Neuropsychiatric inventory . Cette échelle est basée sur I'interrogatoire de I'aidant. Elle
analyse les 12 symptomes comportementaux et psychologiques de la démence (SCPD)
suivants : hallucinations, idées délirantes, dépression, anxiété, agitation, agressivité,
euphorie, apathie, instabilité de I’"humeur (irritabilité), comportements moteurs aberrant,
troubles de I'appétit et du sommeil. Cette échelle évalue la fréquence des troubles, leur

sévérité et le retentissement sur l'aidant. Le score total est la somme des scores de chaque

domaine, et varie de 0 a 144. Un score supérieur a 24 est considéré comme pathologique.

11.4.2.2.a — Troubles du sommeil
Les patients Alzheimer rencontrent régulierement des perturbations du rythme
veille-sommeil. Ces troubles sont également une cause majeure de mésusage de

médicaments psychotropes (benzodiazépines, neuroleptiques, anticholinergiques...) ®.

Les malades présentent fréquemment une impatience et une agitation nocturne, suivies
d’'une somnolence diurne et d’un ralentissement psychomoteur. Les troubles du sommeil et
du comportement sont la conséquence d’un dysfonctionnement des rythmes biologiques
endogenes, de leur décalage de phase avec les synchroniseurs du milieu extérieur, ainsi

gu’une diminution de I'amplitude des pics sécrétoire de mélatonine.
[I.5 — Anatomopathologie

Classiquement, deux types de Iésions caractérisent la maladie d’Alzheimer.
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- Les plaques séniles (PS), dans la localisation est extracellulaire (également appelées
plagues amyloides, ou plaques neuritiques).

- Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF), intraneuronales °.

Ces lésions sont associées a un processus inflammatoire (gliose), impliquant les astrocytes et
les cellules microgliales avoisinantes. Les mécanismes moléculaires de la mort neuronale

dans la MA ne sont pas clairement identifiés.

Les plaques séniles sont des agrégats extracellulaires dont le composant majoritaire est le
peptide amyloide (AfB), normalement présent dans le tissu cérébral humain. Ceux-ci, de par
leur accumulation (ou neurodégénérescence neurofibrillaire) induisent une altération au
niveau de la formation de I’hippocampe, ainsi une perte massive des cellules neuronales et
des épines dendritiques. La maladie provoque donc une altération de la plasticité
synaptique, et une neurodégénérescence globale de plusieurs systémes de
neurotransmetteurs est retrouvée au niveau du cortex entorhinal et des aires CA1, CA2 et

CA3 de I'hippocampe >"°.

Deux principales formes monomériques de peptides amyloides se distinguent par le nombre
d’aminoacides constitutifs (AP40 et AP42): la forme AP42 correspond a I'espece
prédominante; elle est considérée plus toxique que le peptide AB40. La forme AB42 est plus
sujette a I'agrégation que la forme plus courte (A40), et moins hydrophobe ® Le dépot a
long terme du peptide AP42 induit la formation de plaques toxiques, responsables des
symptomes et de la progression de la maladie. Le dépdt de peptides AP est retrouvé dans le
cortex des patients dgés asymptomatiques, sans qu’il y ait de DNF. Les plaques séniles
envahissent progressivement la substance grise cérébrale . Il est a noter que les dépots

tissulaires de substances amyloides ne sont pas spécifiques de la MA, mais sont aussi
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impliquées dans d’autres affections : I'amyloidose des ilots de Langherans (diabete de type
2), 'amyloidose AB2M des hémodialysés (-2 micro globuline), 'amyloidose systémique AA

(protéine sérique amyloide A)...

Les DNF sont des accumulations intraneuronales d’une protéine physiologique intervenant
dans la polymérisation des neurotubules : la protéine Tau (Tubule associated unit). Au cours
de la maladie d’Alzheimer, il s’agit d’'une protéine anormalement phosphorylée. Les amas
sont décelés dans les neurones en dégénérescence et se présentent sous la forme de

filaments pathologiques qui s’associent en paires de filaments hélicoidaux.

Il.6 — Les facteurs de risque

La maladie d’Alzheimer résulte de [lintervention de facteurs génétiques et
environnementaux. A coté des formes dites familiales, peu fréquentes et a développement
précoce lié a une transmission autosomique dominantes, sont le plus souvent observées les

formes qualifiées de sporadiques et dont la symptomatologie n’apparait que tardivement.

11.6.1 — Formes familiales

Les formes génétiques de la maladie, sont rares et apparaissent parfois chez des sujets
de moins de 25 ans, avec une évolution rapide. Trois principaux genes faisant I'objet de

mutation ont été identifiés *° :

- Gene de la protéine APP (chromosome 21): plus d’une vingtaine de mutations
portant sur le géne de I’APP ont été décrites ;

- Gene de la préséniline 1 (PS1) (chromosome 14): les mutations sur le géne PS1
semblent expliquer la majorité des formes autosomiques dominantes; elles

contribuent a I'augmentation relative de la production de peptide AP42 ;
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- Gene de la préséniline 2 (PS2) (chromosome 1) : le lien exact entre les mutations

observées sur ce géne et la MA n’a pas été clairement défini °.

11.6.2 — Formes sporadiques

Les facteurs de risque ne sont qu’incomplétement connus. L’age est considéré comme
le parametre le plus important, puisqu’au-dela de 65 ans, l'incidence de la maladie est

pratiquement multipliée par deux, par tranche de 5 ans %,

C'est en 1993 que fut suggérée I'implication du géne codant pour I'apolipoprotéine E (ApoE)

. 2
dans la maladie "%

11.6.3 — Autres facteurs de risques

D’autres facteurs sont considérés risqués ' :

- Les facteurs cardiovasculaires tels que [I’hypertension artérielle ou
I’hypercholestérolémie.

- Lediabete

- Un syndrome dépressif, mais il est encore difficile de savoir s’il s’agit d’un facteur de
risque ou d’un symptéme précoce de la maladie d’Alzheimer.

- Un traumatisme cranien.

- L'obésité.

- Faible niveau d’éducation.

Alcool

A l'inverse, d’autres facteurs sont considérés comme protecteurs :

- Nicotine (patch).
- Antioxydants (vitamine E) et acide gras polyinsaturés.
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- Pratique d’activités physiques et intellectuelles.

- Un niveau élevé d’éducation, afin de disposer d’une plus grande réserve cognitive et
ainsi retarder les symptomes des premiers stades.

- Vitamines B6,B9 (folates) et B12.

- Un traitement anti-inflammatoire chronique.

[I.7 — Etiologie

Les caractéristiques pathologiques principales de la maladie d’Alzheimer sont constituées

de deux types d’agrégats protéiques ° :

- Plaques extracellulaires de protéines 3-amyloides

- Dépots neurofibrillaires intracellulaires (DNF)
I1.7.1 — Origine génétique : DYRK1A

La surexpression de DYRK1A chez les malades atteints du syndrome de Down (trisomie
21) ’* peut contribuer 3 I'apparition précoce de la dégénérescence neurofibrillaire par
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau. La phosphorylation de la protéine Tau induite par
DYRK1A réduit |'activité biologique de la protéine, et favorise son auto-agrégation, la
formation de fibrilles, résultant en une activité réduite a stimuler l'assemblage des

-81 . s .
67481 De plus, la phosphorylation accrue de la protéine précurseur de

microtubules
'amyloide (APP) 3% par la surexpression DYRK1A facilite la voie amyloidogénique par le

clivage de APP, conduisant a la formation des résidus A40 et AB42 (B-amyloidose cérébrale)

6,74,75,77

DYRK1A (Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A) est une enzyme qui

chez I'nomme est codée par le gene de DYRK1A, membre de la famille des kinases a double
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spécificité. Elle catalyse son autophosphorylation sur les résidus sérine / thréonine et
tyrosine. Cette enzyme a un réle important dans la prolifération des cellules de régulation de

la voie de signalisation et peut étre impliquée dans le développement du cerveau (fig.7) °.
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Figure 7. Interactions de DYRK1A 7,

[1.7.2 — Formation du peptide B-amyloide

Les plaques séniles responsables de la perte des fonctions cognitives, sont
essentiellement composées de fibrilles de peptides 3-amyloides (APB) entourés de neurites
dystrophiques, des astrocytes réactifs et une activation de la microglie. Les peptides AP sont
produits par le clivage protéolytique séquentiel de la protéine précurseur transmembranaire
de I'amyloide (APP) par l'action de la B-sécrétase a Il'extrémité amino-terminale extra-
membranaire, et de y-sécrétase a l'extrémité carboxy-terminale inter-membranaire. La y-

sécrétase est une multi-enzyme qui clive I'APP a l'intérieur de son domaine
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transmembranaire, mais ne fournit pas de spécificité de séquence stricte et génére des
peptides AP de longueur variable, principalement des peptides de 40 (Ap40) et 42 (ApB42)
résidus. La génération de la forme toxique d’Ap est effectuée par la voie mineure de
dégradation de I’APP. Les peptides insolubles B-amyloides, dérivés du clivage de la protéine

transmembranaire amyloide (amyloid precursor protein APP) sont neurotoxiques (fig.8) >

La forme AP42 est plus sujette a I'agrégation que la forme plus courte (Af40) 8 Le dépét a
long terme du peptide AP42 induit la formation de plaques toxiques, responsables des
symptdmes et de la progression de la maladie ®’. Le dépét de peptides AP est toutefois

retrouvé dans le cortex des patients agés asymptomatiques, sans qu’il y ait de DNF.

La voie non amyloidogénique prédominante s’opere par le clivage de I’APP via |'a-sécrétase

5,84
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Figure 8. Cascade de la formation du peptide B-amyloide
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11.7.3 — Hyperphosphorylation de la protéine Tau

Les dépots neurofibrillaires (agrégats neuronaux) de filaments en double hélice
comportant une protéine Tau anormalement phosphorylée interférent avec le

fonctionnement normal des neurones.

Les causes de |'agrégation de la protéine Tau dans les tauopathies sporadiques ne sont
pas pleinement comprises. L’hyperphosphorylation post-traductionnelle de la protéine Tau,
ubiquitaire a ces pathologies, semble en étre la modification principale. Cette
phosphorylation au sein du domaine de liaison des microtubules réduit la capacité a
stabiliser les microtubules ensemble, conduisant a la perturbation du transport neuronal et
finalement a une perte synaptique accélérée et la mort cellulaire (fig.9). La protéine Tau est
normalement phosphorylée sur les résidus sérine (Ser) et thréonine (Thr).
L’hyperphosphorylation réduit la liaison myéline-Tau et conduit a son agrégation. Par
conséquent, il est possible que des changements (variation de concentration, phénomeéne
d’activation via AP particulierement dans les protéines kinases potentiellement impliquées
dans la phosphorylation de Tau) conduisent a ce phénomeéne. Des modifications post-
traductionnelles supplémentaires peuvent également contribuer a un dysfonctionnement de

/. 1
la protéine Tau >7#84,

Un grand nombre de kinases ont été montré pour étre capable de phosphoryler la protéine
Tau in vitro, y compris les kinases en proline dirigées telles que des kinases régulées par des

8 et la cyclin

signaux extracellulaire (ERK2), la glycogéne synthase kinase-3 (GSK-3)
dependent kinase 5 (Cdk5), ainsi que des enzymes non-proline dirigées telles que la caséine

kinase 1 (CK1), la protéine kinase A (PKA), la DYRK1A, et des microtubules affinity regulating
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kinase (MARK) ®”°. Toutefois, I'incertitude demeure, quant a laquelle de ces enzymes est la

plus importante dans le phénomeéne d'hyperphosphorylation de la protéine Tau.

a Healthy neuron
E _—
O i — =

/ /Ki Microtubules
J/&, S

b Diseased neuron

P74

Tau binds and stabilizes
microtubules

(S

Loss of tau binding with
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Defective .
microtubules .

Nature Reviews | Drug Discovery

Figure 9. Hyperphosphorylation de la protéine Tau &

I1.7.4 — Autres causes de la dégénérescence neurofibrillaire

Un réle des ions métalliques et des ROS en oligomérisation du peptide 3-amyloide a
été démontré. Par conséquent, la chélation de métal et I'activité antioxydante ® sont deux
mécanismes généraux a prendre en compte dans la recherche de candidats médicaments

modificateurs de la maladie d’Alzheimer (fig.10).
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Le dysfonctionnement mitochondrial joue un réle fondamental dans la mort neuronale
associée a la maladie d’Alzheimer, car le peptide P-amyloide intracellulaire pourrait

compromettre la fonction indispensable de la respiration cellulaire, de cet organite .
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Figure 10.Voies schématiques des événements multifactoriels conduisant a la mort neuronale
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11.7.5 — Conclusion

Pour conclure, on peut caractériser la maladie d’Alzheimer par un déséquilibre de
balance d’activité entre kinase et phosphatase. Ce déréglement est initié par la toxicité du
peptide B-amyloide. L’assemblage des toxicités de I'agrégation du peptide B-amyloide, et de
I’hyperphosphorylation de la protéine Tau provoque une dégénérescence neurofibrillaire et

un déficit en neurotransmetteurs acétylcholine (ACh).
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Post mortem, on constate que la sévérité de la démence est surtout corrélée au degré de

pathologie lié a I'hyperphosphorylation de la protéine Tau ’.
1.8 — Les traitements

11.8.1 — Les traitements actuels

Sur le plan thérapeutique, quatre médicaments sont actuellement disponibles pour le
traitement symptomatique de Ila maladie. Trois médicaments inhibiteurs de
I'acétylcholinestérase, dont les principes actifs sont le Donépézil (Aricept®, Eisai), la
Galantamine (Reminyl®, Janssen Cilag) et la Rivastigmine (Exelon®, Novartis), sont prescrits
afin de diminuer la dégradation de I'acétylcholine, ainsi que la neutralisation de I'agrégation
du peptide AB °_ Un quatrieme médicament dont le principe actif est la Mémantine (Ebixa®,
Lundbeck), prescrit a un stade plus sévere de la maladie est un antagoniste non compétitif et

11 ST , ,
3411 Ces quatre médicaments ont démontré un

d’affinité modérée des récepteurs NMDA
effet sur certains symptomes cognitifs et non cognitifs de la maladie d’Alzheimer a court
terme (6 mois dans la majorité des études). Malheureusement, ils sont considérés comme

relativement inefficaces. Leur capacité a réduire la progression de la maladie n’est pas

établie.

11.8.2 — Les nouvelles thérapeutiques

Les traitements de la maladie d’Alzheimer actuellement disponibles ont des effets
cliniques modestes et n’interférent pas dans la cascade physiopathologique. La recherche de
thérapeutiques ciblant les mécanismes étiologiques de la maladie est aujourd’hui au premier
plan (fig.11). Les agents anti-amyloides représentent la majorité des produits en cours
d’évaluation. Ceux ciblant la protéine Tau et d’autres thérapeutiques alternatives sont

également en cours de développement (fig.12) >7%%4,
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11.8.2.1 — Les agents anti-amyloides

Ces thérapeutiques permettent de limiter la production, I'accumulation ou la toxicité

du peptide AB, ou bien améliorer sa clairance.

11.8.2.1.a — Immunisation contre A
Une nouvelle génération de vaccins a été élaborée afin de prévenir I'induction de
lymphocytes T, a I'origine probable des phénomenes inflammatoires indésirables. Ce qui
admet la possibilité de court-circuiter la réponse immunitaire par administration directe

d’anticorps (Ac) anti-Ap.

Cette approche permet d’éliminer la réponse toxique médiée par les lymphocytes T, et est

plus facilement controlable dans I’éventualité d’effets indésirables graves.
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Il existe une autre approche. Les Ac sont dirigés contre le site de clivage de la 3-sécrétase sur
I’APP, résultant de I'inhibition de la formation d’Af in vitro, et lors d’'une administration au
long court chez la souris transgénique. Les processus de diminution de l'inflammation
cérébrale, et la préparation classique d’'immunoglobulines humaines polyvalentes sont en
cours d’évaluation. Le Solanezumab et le Bapineuzumab sont actuellement en cours d’essais

cliniques, respectivement en phase Il et Ill.

11.8.2.1.b — Modulation de I'action des sécrétases
L'objectif ici est d’augmenter le processus de la voie non amyloidogénique, en

augmentant I'activité de I'a-sécrétase.

D’autres cibles peuvent étre envisagées ; la -sécrétase ou le site B-APP cleaving enzyme 1
(BACE1). La souris transgénique knout-out (KO) pour le géne BACE1 se développe
normalement, et semble avoir complétement aboli leur production du peptide AB. Le
GSK188909 rapporte des résultats encourageants, par la réduction des taux de AP40 et

AP42, en particulier dans le cerveau de souris transgéniques.

La y-sécrétase est la cible de production du peptide AB42. Mais d’autres protéines sont
substrats de cette enzyme, comme les récepteurs Notch impliqués dans des fonctions vitales
% ’inhibition de la v-sécrétase entraine une chute significative du taux de peptide AB40
plasmatique sans modification notoire de cette protéine dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR). Le LY450139 dihydrate, inhibiteur de la y-sécrétase inhibe la formation de I’Af in vitro
et in vivo. Le Tarenflurbil, énantiomére du flurbiprofene, agit sur I'activité de I'y-sécrétase,

spécifiquement sur la voie de formation de I'AP42. Les études de phase Il étaient

encouragentes, mais la phase Il s’est avérée négative.
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11.8.2.1.c — Dégradation de I'A3
L'organisme posséde des moyens de défense contre la neurodégénérescence, par la
présence d’enzymes dégradant les peptides f-amyloides. Ces enzymes sont classées en trois
grandes familles; les métalloprotéases a zinc (néprilysine, enzyme de conversion a
I’endothéline, insulysin, matrix métalloproteinase, enzyme de dégradation de I'insuline (IDE),
NEP Like Peptidase, enzyme de conversion de I'angiotensine), les sérines protéases (plasmin,
acylpeptide hydrolase, et myelin basic protein (MBP)), et les aspartyl protéases (cathepsine

D, BACE 1 et 2, et le protéasome).

Quant a la gelsoline, elle se fixe sur le peptide AR, dissociant les fibres amyloides préformées

et inhibant la cytotoxicité du peptide AP s

Les sérines protéases sont des enzymes qui permettent le métabolisme extracellulaire du

peptide AP, sous la régulation de I'inhibition de I'activateur du plasminogene.

La somatostatine stimule I'activité de la néprilysine entrainant une diminution des taux d’A

in vivo.

Cette approche fait I'’étude d’une voie thérapeutique potentielle.

11.8.2.1.d — Agents anti-agrégation et anti-fibrillation des oligomeres d’Af
Cette approche représente une alternative a linhibition des sécrétases. Le
Tramiprosate est un produit mimant les glycosaminoglycanes (GAG), qui se lient au peptide
-amyloide, résultant d’une inhibition de la formation de la plaque amyloide, et prévient la

formation de fibrilles.
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Une dysrégulation des ions métaux (Fe“", Cu“" et Zn“*) au niveau cérébral, et les
interactions au niveau de ces cibles avec I’Af} pourraient contribuer a la physiopathologie de

la maladie en jouant un réle au niveau de I'oligomérisation et de la cytotoxicité de I’Af.

11.8.2.1.e — Statines
Les statines (ou inhibiteurs de la HMG-CoA réductase) forment une classe
d’hypolipémiants, utilisés comme médicaments pour baisser la cholestérolémie de

personnes qui risquent une maladie cardiovasculaire, a cause de leur hypercholestérolémie.

Il est démontré un lien entre le taux de cholestérol, et le dépdt de peptide AP. Des tests ont

été effectués avec I'Atorvastatine (Tahor®, Pfizer).

11.8.2.1.f — Inhibition des Receptors for advanced for glycation end products
(RAGE)

Ces récepteurs sont activés par des facteurs pro-inflammatoires, résultant de la
production de cytokines, reliant la voie amyloidogénique a la voie inflammatoire. Il a été
démontré le lien direct entre un processus inflammatoire et la formation de plaques
amyloides. La prise d’anti-inflammatoires réduirait les symptémes. Le TTP488 est en cours

de développement, en phase Il.

11.8.2.2 — Thérapeutiques ciblant la protéine Tau

Les kinases phosphorylant la protéine Tau sont les suivantes : glycogéne synthase
kinase 3 beta (GSK3p), cyclin dependent kinase 5 (Cdk5), mitogen activated protein kinase
(MAPK), caseine kinase, calcium calmodulin dependent kinase Il, protéine kinase A (PKa),

DYRK1A et proteine phosphatase 2A %,
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Le lithium diminue la phosphorylation de la protéine Tau in vitro et promeut
I’'assemblage des microtubules par le biais de linhibition de la GSK3f. Aucun résultat

probant n’a été observé jusqu’a maintenant. Les recherches se poursuivent.

11.8.2.3 — Agents neuroprotecteurs

Ces agents permettent la protection cellulaire contre les agressions oxydatives,

inflammatoires, et toxiques.

11.8.2.3.a — Anti-oxydants
Le stress oxydant (ou stress oxydatif) est un type d’agression des constituants de la
cellule di aux espéces réactives oxygénées (Reactive Oxygen Species, ROS) et azotées
(RONS) oxydantes. Ces especes sont par définition, des radicaux libres. Par assimilation, le
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) est considéré comme une ROS car, en présence de fer (Fe?') il
se dismute en radicaux hydroxyles (OH’). La production de ROS par les cellules endothéliales

provoque des dommages au niveau de I'endothélium vasculaire.

Les facteurs de risques favorisant la production d’espéces réactives a |'oxygéne, et par
conséquent au stress oxydant sont les suivants ; I’hypocholestérolémie, les virus (Herpes,
CMV, ...), 'homocystéine, la fumée de cigarette, I’hypertriglycéridémie, les métaux lourd (Pb,
As, Cd), des turbulences au niveau du sang, des bifurcations des vaisseaux dues a

I’hypertension artérielle, ou des nanoparticules de pollution.

Conséquences du stress oxydatif, I'altération du phénomeéne de respiration cellulaire,
I'altération de la perméabilité et [I'activation de [I'‘apoptose (dysfonctionnement
mitochondriale) déclenchent la mort neuronale. Le stress oxydatif peut étre la cause de la

phase précoce du processus pathologique de la maladie d’Alzheimer.
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Les anti-oxydants agissent a différents niveaux, par inhibition de I'oxydation des LDL, ou

limitent la réponse des cellules aux LDL oxydés.

Deux possibilités de thérapie sont a envisager :

- Supplémentation en antioxydants comme la vitamine C (acide ascorbique), I'acide
urique et le glutathion, ou encore les lipoprotéines comme la vitamine E (a-
tocophérol)

- Alimentation équilibrée (régime crétois ou méditerranéen), par une augmentation de
la consommation d’acides-gras (ag) polyinsaturés oméga 3, ou l'acide

docosahexaénoique (DHA) qui est I’ag polyinsaturé le plus abondant dans le cerveau.

Le probucol est un excellent piégeur de radicaux libres et possede une bonne action

antioxydante.

Utilisation d’inhibiteurs de I'enzyme de conversion comme captopril (Lopril®) ou zofénopril

(Zophenil®) qui sont tous deux des piégeurs de radicaux libres.

Les inhibiteurs de la HMG-CoA (statines,...) inhibent fortement le NADPH oxydase qui

intervient dans la synthése du cholestérol.

L’association statine - arginine obtient de tres bons résultats, car I'arginine permet la
production de plus de monoxyde d’azote (NO) qui favorise la vasodilatation. De plus les

statines augmentent I'expression de la NOS endothéliale.

Les agonistes des PPARs (récepteurs activés par prolifération des peroxysomes) augmentent
la synthése de NO et diminuent I'expression des molécules par le blocage de la NF-xB

(protéine impliquée dans la réponse immunitaire et la réponse au stress cellulaire), inhibent
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I’expression de I'angiotensine Il (diminution du phénomeéne d’hypertension artérielle) et

diminuent I'expression des métallo protéinases.

L'acide a-lipoique est un cofacteur essentiel dans les réactions des déshydrogénases

mitochondriales.

L'EGb761, extrait de Ginkgo biloba possede des propriétés anti radicaux libres, et inhiberait

la formation de fibrilles de peptides f-amyloide.

Pour finir, le Mitoquinol et les isoflavones sont des anti-oxydants ciblant les dysfonctions

mitochondriales.

11.8.2.3.b — Anti-inflammatoires

Il y a maintenant des preuves abondantes que |'autodestruction des neurones se
produit dans la maladie d'Alzheimer. Il en résulte une aggravation de la pathologie
fondamentale. Cette attaque par des défenses de I'hote sur les neurones est auto-toxique et
non auto-immune dans la nature. L'auto-immunité est définie comme une condition
caractérisée par une réaction immunitaire spécifigue humorale ou a médiation cellulaire en
ceuvre contre les constituants de tissus propres du corps. Cela nécessite I’action des cellules
B adaptatives du systeme immunitaire, les cellules T, ou les deux contre une protéine
incriminée hote. Mais les anticorps et les lymphocytes ne sont pas dans un premier plan
dans le cerveau lors de la maladie d’Alzheimer, ce qui indique que I'auto-immunité classique
n‘est pas le principal responsable. La possibilité que |'auto-attaque se produit en raison
d'une réaction immunitaire innée n'a pas été examinée par des immunologistes classiques.

Mais il est vrai que I'immunité innée est la premiére ligne de défense dans tous les tissus.

61



On n’observe pas d’efficacité des AINS (anti-inflammatoires non stéroidiens) ibuproféne
(Advil®, Pfizer ; Spedifen®, Spifen®, Zambon), célécoxib (Celebrex®, Pfizer), rofécoxib et du

naproxene (Apranax®, Roche).

Le R-flurbiprofene, un énantiomere des flurbiprofénes AINS a considérablement réduit
I'activité anti-inflammatoire, et a été analysé pour ses effets sur la cognition, le taux d’Af et
de protéine Tau hyperphosphorylée, et le profil neurochimique de I'hippocampe *°. Le
traitement par R-flurbiproféene pendant 5 a 7 mois a permis d'améliorer la cognition sur le
test du labyrinthe aquatique radial a 8 bras (RAWM) et a diminué le niveau de la protéine
Tau hyperphosphorylée. Aucun changement significatif dans le niveau du peptide Ap n’a été

détecté.

L’étanercept (Enbrel®), antagoniste du TNFa, administré par voie périspinale possede un
potentiel intéressant. De méme pour la curcumine, aux propriétés immunomodulatrices qui

inhibe agrégation du peptide AB40 in vitro et in vivo.

L'inflammation est complexe et le spectre d'agents jusqu'ici identifiés comme contribuant a
son intensité est certainement loin d'étre complete. Il reste beaucoup a apprendre sur les
récepteurs et des systémes de signalisation intracellulaires, méme de ceux qui ont jusqu'ici
été identifiés.

11.8.2.3.c — Glutamate et neuroprotection

Le systéme glutamatergique joue un role dans I'apprentissage et la mémoire. Il est

également impliqué dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer.

Les récepteurs canaux du glutamate (NMDA, AMPA, kainate ou KAR), a perméabilité

interviennent dans le développement des synapses. Leur stimulation excessive et continue
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entraine la mort neuronale. En contrepartie, le blocage complet de ce récepteur conduit a

une altération de la plasticité neuronale.

Le médicament dont le principe actif est la Mémantine (Ebixa®, Lundbeck), prescrit a un
stade plus sévere de la maladie est un antagoniste non compétitif et d’affinité modérée des

récepteurs NMDA. |l est utilisé dans le cadre d’un traitement symptomatique.

La stimulation du récepteur NMDA et AMPA induit une dépolarisation membranaire
générant des potentiels postsynaptiques excitateurs, correspondant au réle excitateur du
glutamate. La dépolarisation induite par stimulation du récepteur AMPA est rapide et
favorise la stimulation des récepteurs NMDA, qui induisent une dépolarisation plus lente.
Par conséquent, la concentration de Ca®** augmente, résultant une stimulation de la protéine
kinase activée par le couple calcium-calmoduline, CAM-kinase2, impliquée dans le

phénomeéne de potentialisation a long terme (LTP).

L’entrée excessive de calcium par hyperstimulation des récepteurs NMDA pourrait induire
une apoptose de neurones impliqués dans la neurodégénérescence observée dans les

accidents ischémiques cérébraux (AIC), la maladie de Parkinson ou la maladie d’Alzheimer.

La Latrepirdine (dimebolin) inhibe faiblement [’acétylcholinestérase et la
butyrylcholinestérase. Ce médicament inhibe aussi les récepteurs NMDA, et les canaux
calciques voltage-dépendants, mais son activité sur les récepteurs NMDA est 200 fois plus
faible que celle de la mémantine. Son effet protecteur est principalement attribué a la
préservation de la structure et de la fonction mitochondriale. Ce médicament a été suggéré
pour inhiber les pores de transition de perméabilité mitochondriale (activation de ces pores
induite par les A peuvent induire une apoptose), et de protéger les mitochondries médiées

par la toxicité des Ap.
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11.8.2.4 — Approches neuro-restauratrices

11.8.2.4.a — Facteurs de croissance neurotrophiques
Le Nerve Gowth Factor (NGF) est une petite protéine sécrétée qui est importante
pour la croissance, le maintien et la survie de certains neurones cibles (cellules nerveuses). I
fonctionne aussi comme une molécule de signalisation. Il permet la survie et Ia

différenciation des neurones.

La dégénérescence neuronale induite par I'expression des anticorps anti NGF est largement

réversible sous I'effet de I'administration de NGF.

11.8.2.4.b — Thérapie cellulaire
Les cellules souches neuronales humaines implantées dans le cerveau d’animaux se
différencient en cellules neuronales. Les implants de cellules souches neuronales
représentent une stratégie thérapeutique potentielle. Cette stratégie permet de stimuler ces

précurseurs cellulaires afin de remplacer les neurones lésés .

11.8.2.5 — Thérapeutiques procholinergiques

Ces thérapeutiques ont pour objectif d’augmenter le taux d’acétylcholine (ACh) dans

le cerveau, ainsi de faciliter la neurotransmission a travers 'inhibition des cholinestérases.

11.8.2.5.a — Inhibition de 'acétylcholinestérase et butyrylcholinesterase
La remontée du taux d’acétylcholine va modifier le métabolisme du peptide A, et
réduire le phénomeéne de stress oxydatif. Il existe actuellement trois médicaments impliqués
dans linhibition de I'acétylcholinestérase dont les principes actifs sont le Donépézil
(Aricept®, Eisai), la Galantamine (Reminyl®, Janssen Cilag) et la Rivastigmine (Exelon®,

Novartis),.
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La Phensérine, dérivé de la physostigmine a double mode d’action inhibe a la fois

I'acétylcholinestérase et la formation d’Ap *°.

La butyrylcholinestérase, dont I'activité augmente parallélement a I'avancée de la maladie,
pourrait avoir un role dans I'attention, les fonctions exécutives, la mémoire émotionnelle et

le comportement.

La Cymsérine et la Binorcymsérine, inhibiteurs de la butyrylcholinestérase, sont des

analogues structurels de la Phensérine.

11.8.2.5.b — Agonistes muscariniques
Ces thérapeutiques n’ont pas montré de grands succes lors des essais cliniques. Ils

doivent jouer un réle dans la régulation de la production de peptide AB.

Les agonistes M1 sont des facteurs neurotrophiques ; ils forment une famille de substances
responsables de la croissance et de la survie des neurones en développement, et I'entretien
des neurones matures. lls favorisent la voie non amyloidogénique en diminuant le taux de
peptides AP in vitro, in vivo, et restaurent les fonctions cognitives chez des modeles de

souris pour la maladie d’Alzheimer.

La Talsaclidine, agoniste M1 stimule I'activité de I'ai-sécrétase in vitro et diminue les taux de

peptides AP dans le LCR chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer.

11.8.2.5.c — Ligands des récepteurs nicotiniques
IIs sont impliqués dans le processus de la mémoire et de I'apprentissage, mais leurs

effets indésirables sont fréquents.
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11.8.2.6 — Thiazolidinediones et insuline

L'incidence de la maladie d’Alzheimer est plus importante chez les patients
diabétiques de type 2. Le diabete est une affection métabolique caractérisée par une
hyperglycémie chronique liée a une déficience soit par une insulinorésistance caractérisée
par une élévation chronique des taux d’insuline périphériques, soit de la sécrétion d’insuline,

soit des deux.

Les mécanismes pouvant expliquer le risque cognitif dans cette population restent

hypothétiques.

Les glitazones renforcent la sensibilité a I'insuline, qui semble médiée par le peroxysomal
proliferator activated receptor y (PPARY). En plus de réduire la glycémie, la Rosiglitazone a

une activité anti-inflammatoire.

Afin de compenser la baisse du catabolisme glucidique cérébral constaté dans la maladie
d’Alzheimer, une stratégie thérapeutique consiste a I'administration de corps cétoniques ou
de leurs précurseurs métaboliques tels que les triglycérides (TG) a chaine moyenne. Une
dose unique de TG a chaine moyenne a montré une activité pharmacologique et une

efficacité significative sur les performances cognitives.

11.8.3 — Conclusion

La recherche sur le traitement de la maladie d’Alzheimer a jusqu’ici eu un certain
succes en terme de traitements symptomatiques, mais il y a également eu plusieurs échecs
pour les médicaments a but curatif de la maladie. De nombreuses stratégies thérapeutiques
sont en cours de recherche afin de trouver de nouvelles cibles d’intéréts, ainsi que de

nombreuses études cliniques et expérimentales.
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Chapitre Ill — Le systeme
sérotoninergique
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lll — Le systeme sérotoninergique

1.1 — Généralités

La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) (fig.13), initialement identifiée au
niveau périphérique (cellules entérochromaffines de I'intestin et plaquettes sanguines), a été
mise en évidence dans le systeme nerveux central (SNC) de rat et lapin en 1953 par Twarog
et Page . Les plaquettes sanguines ne synthétisent pas la sérotonine, mais la stockent a
partir du plasma sanguin. Par contre, les cellules entérochromaffines (cellules EC)
synthétisent et stockent 90% de la sérotonine du tractus gastro-intestinal. Les neurones
centraux sérotoninergiques dont les corps cellulaires sont localisés dans les noyaux du raphé

s 7 . s e en 1
du tronc cérébral, se projettent dans I'ensemble du cerveau et de la moelle épiniere . L

es
effets de la sérotonine sur les neurones sont excitateurs ou inhibiteurs en fonction du

récepteur en cause.

Il s’agit d’'un neurotransmetteur de type indolamine. Au niveau périphérique, elle intervient
dans le controle des fonctions périphériques en tant que facteur sérique vasoconstricteur
thrombocytaire, puis en tant facteur de contraction des muscles lisses. Elle intervient
essentiellement au niveau du SNC dans le contréle des fonctions cérébrales des cycles
veille/sommeil, thermorégulation, comportement de faim/satiété, comportement sexuel,
nociception etc. De plus, des désordres neuropsychiatriques tels que la dépression, les
démences et l'anxiété sont associés a des anomalies fonctionnelles des neurones

, . . 101
sérotoninergiques *1%%.
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Figure 13. Structure de la Sérotonine (5-HT).

[1l.2 — La biosynthese de la sérotonine

La biosynthése de la sérotonine est réalisée dans le cytoplasme des cellules
entérochromaffines et des neurones par hydroxylation puis par décarboxylation du
précurseur L-tryptophane, acide aminé essentiel dont la source exclusive est I'alimentation.
Contrairement a la 5-HT, le L-tryptophane passe la barriere hémato-encéphalique via un

transporteur membranaire non sélectif.

La synthese de 5-HT se fait en deux temps (fig.14). La premiére consiste a I’"hydroxylation du
tryptophane en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) a I'aide d’une tryptophane hydroxylase. Dans
un second temps, la 5-HTP subit une décarboxylation par une décarboxylase pour aboutir a

la sérotonine.

(0] (0] NH,
OH HO OH
Vo NH \ NH N
N tryptophane hydroxylase N décarboxylase N
H H H
Tryptophane 5-hydroxyptophane Sérotonine

Figure 14. Synthése de la Sérotonine 7,

Une fois dans la fente synaptique, la 5-HT peut étre récupérée par la cellule sécrétrice via un
systeme de recapture, subir une dégradation enzymatique par la monoamine oxydase

(MAO) (fig.15), ou se lier a des cibles via des récepteurs (5-HT 1.7).
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N N N

H monoamine oxydase H aldéhyde déshydrogénase N

Sérotonine 5-hydroxyindole acétaldéhyde acide 5-hydroxyindole acétique

Figure 15. Dégradation de la Sérotonine 7,

La monoamine oxydase de type A (MAO) va dégrader la sérotonine en 5-hydroxyindole
acétaldéhyde, qui sera ensuite oxydée par I'aldéhyde déshydrogénase (ADH) en acide 5-
hydroxyindole acétique (5-HIAA). Ce dernier par sa nature hydrophile, sera éliminé dans les

urines ¥/,

[1l.3 — Les récepteurs sérotoninergiques

Les récepteurs a la sérotonine font partie de la famille des récepteurs
métabotropiques a 7 domaines transmembranaires, couplés aux protéines G, sauf le

récepteur 5-HT3 qui est un récepteur de type ionotropique (tab.1) *2.

Les récepteurs 5-HT1 (A, B, D, E, F) sont couplés négativement a la protéine G (Gi), par
conséquent, I'inhibition de I'adénylate cyclase (AC) induit une diminution de la synthése de

I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc).

Les récepteurs 5-HT2 (A, B, C) sont couplés positivement a la protéine G (Gq), par
conséquent, I'activation de la phospholipase C (PLC) induit une augmentation de la synthese

de la guanine monophosphate cyclique (GMPc).

Les récepteurs 5-HT4, 6 et 7 sont couplés positivement a la protéine G (Gs), par conséquent
I'activation de l'adénylate cyclase (AC) induit une augmentation de la synthése de

I’'adénosine monophosphate cyclique (AMPc).
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Au niveau cellulaire, les récepteurs sérotoninergiques peuvent étre pré ou post-synaptiques

1% (fig.16).
l1l.4 — Rbles physiologiques et physiopathologiques de la sérotonine

Au niveau central, le systéme et voies sérotoninergiques interviennent dans un grand
nombre de fonctions cérébrales telles que le sommeil, les fonctions cognitives, la perception
sensorielle, la motricité, la thermorégulation, la nociception ou le comportement

alimentaire.

Des variations de conséquences physiologiques se font voir en fonction de la zone du

cerveau, de I'élément des neurones considérés, et des différents sous-types de récepteurs.

Il existe aujourd’hui plusieurs médicaments (activateurs / inhibiteurs des récepteurs

5-HT) intervenant dans un grand nombre de sphéres thérapeutiques >***.

Les ISRS (inhibiteur sélectif de la recapture de sérotonine): Fluoxétine (Prozac®), Citalopram
(Seropram®), Escitalopram (Seroplex®), Sertraline (ZoIoft®), Paroxétine (Deroxat®), et IRSNA
(inhibiteur sélectif de la recapture de sérotonine et de noradrénaline): Venlafaxine
(Effexor®), Duloxétine (Cymbalta®) sont utilisés dans le traitement de la dépression
(Thymoanaleptiques). La Buspirone (Buspar®), agoniste partiel 5-HT1A est-elle méme utilisée

en psychiatrie, dans traitement de I'anxiété.

Les antagoniste 5-HT2A : Clozapine (Leponex®), Olanzapine (Zyprexa®), Risperidone
(Risperdal®), traitent les états psychotiques aigues et chroniques (schizophrénie, trouble
délirant), les épisodes maniaques aigues modérés a séveres, et les troubles du

comportement (agressivité, agitation, automutilation...).
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Le systéme sérotoninergique est également exploité de facon importante dans le traitement
des migraines par les agonistes 5-HT2, (dérivés de I'ergotamine), et les agonistes 5-HT1g/p :

Sumatriptan (Imigrane®), Zolmitriptan (Zomig®), Naratriptan (Naramig®)...

Pour finir, sont utilisés dans la prévention et le traitement des nausées et vomissements
induits par les chimiothérapies cytotoxiques ou la radiothérapie cytotoxique émétisantes, les

antagonistes 5-HT3 : Granisétron (Kytril®), Tropisétron (Navoban®), Odansétron (Zophren®) 2

3

Les récepteurs 5-HT1A, 5-HT4, et 5-HT6 sont des cibles intéressantes et potentielles dans le
traitement de troubles mnésiques associées aux pathologies neurodégénératives et

neuropsychiques, ainsi que dans la douleur ou I'obésité.
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, , N . 103
Tableau 1. Les récepteurs sérotoninergiques = .

Implication
Récepteur Mode de couplage Distribution centrale (rat) Localisation cellulaire neurophysiologique et
neuropsychopathologique

Négativement a AMPc via  Aires corticales (frontal) Post-synaptique Mémoire

Gi/GO Ganglions de la base Pré-synaptique Motricité
Hippocampe (terminaison synaptique)  Anxiété
Noyaux du raphé Humeur
Striatum Douleur

Négativement a AMPc via Amygdale Post-synaptique ?

Gi/GO Aires corticales (entorhinal) (Absence  de  ligands
Hippocampe sélectifs)
Striatum

5-HT2A Positivement a PLC via Gq Aires corticales (entorhinal) Post-synaptique Psychose
Ganglions de la base Douleur

5-HT2C Positivement a PLC via Gq Aires corticales (cingulaire) Post-synaptique Régulation synthése LCR
Amygdale Psychose
Ganglion de la base Anxiété
Hippocampe Motricité
Thalamus Comportement alimentaire

Plexus choroide

5-HT4 Positivement a AMPc via Gs  Aires corticales (cingulaire) Post-synaptique Mémoire
Amygdale Comportement alimentaire
Ganglion de la base Anxiété
Hippocampe Douleur
Septum

Substance noire
Tubercules olfactifs

5-HT6 Positivement a AMPc via Gs ~ Amygdale Post-synaptique Mémoire
Aires corticales Humeur
Hyppocampe Psychose
Noyaux accumbens Comportement alimentaire
Plexus choroide
Striatum
Tubercules olfactifs
Thalamus
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Figure 16. Transmission sérotoninergique




[1l.5 — Le récepteur de la sérotonine de type 4 (5-HT4)

111.5.1 — Historique

Le récepteur 5-HT4 a été découvert en 1988 par I'équipe du Dr Dumuis dans les
cultures primaires de collicules embryonnaires de souris dans lesquels une stimulation par la

104,1 .
94105 '5on mode d’action

sérotonine entraine une augmentation de la production d’AMPc
pharmacologique ne correspondait pas a celui des autres récepteurs caractérisés jusqu’alors.

Il a donc été nommé 5-HT4.

111.5.2 — Voie de signalisation

Le récepteur 5-HT4 est positivement couplé a I'adénylate cyclase (AC) via la protéine
Gs, ce qui entraine suite a son activation une augmentation de la production d’AMPc (fig.16).
Le récepteur 5-HT4 est I'un des RCPG pour lequel I'épissage alternatif de '’ARNm génére le
plus de variante. Aujourd’hui, huit variants d’épissage de I'extrémité C-terminale ont été
clonés chez ’lhomme (a-g, n), quatre chez la souris (a,b,e,f) et trois chez le rat (a,b,e). Toutes
ces variantes ne different que par leur extrémité C-terminale. Chez 'homme et le rat, le 5-
HT4(e) a été détecté uniqguement au niveau du tissu cérébral, dans le cerveau limbique. Les
variantes de 5-HT4 partagent des profils pharmacologiques identiques, mais des profils
fonctionnels potentiellement distinctes. Ils activent des voies de signalisations comunes, soit
Gas dans les neurones en culture. Ceci suggere que I'extrémité C-terminale des récepteurs
5-HT4, qui résultent d’un épissage alternatif, modulent la transition allostérique des

. . . . , 106—-1
conformations actives et inactives du récepteur %%,

La stimulation des récepteurs 5-HT4 diminue la conductance potassique (K+) voltage

dépendant, et produit une dépolarisation lente susceptible d’amplifier un potentiel d’action

1 . . . . " , ‘
9 De plus, une seconde voie de signalisation a été démontrée sous Ieffet de
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I'augmentation de 'AMPc. Les études de Maillet ont démontré que I’activation de la petite
GTPase Rac dépendrait de celle de Rap1l, elle-méme sous le controle du facteur d’échange

Epacl activé par ’AMPc (fig.16) **°

. En effet, I'activation de la cascade de signalisation Epac /
Rapl / Racl augmente le clivage de I'APP par la voie de I'a-sécrétase conduisant a la

libération de sAPPa.

L’activation des récepteurs 5-HT4 peut également stimuler la voie de signalisation f3-
arrestine (ERK) (fig.24). La B-arrestine recrute et active dans un premier temps la protéine
Src, puis un complexe protéique (sérine/thréonine kinase) dans un second temps. Les
protéines Raf, et ERK interagissent directement avec [I'arrestine. La cascade de
phosphorylation de Raf, MEK et ERK permet la phosphorylation des facteurs
transcrictionnels régulant les genes impliqués dans la progression du cycle cellulaire, et la

. , . 111
production d’o sécrétase .

111.5.3 — Localisations et roles physiologiques

Le récepteur 5-HT4 est aussi bien exprimé en périphérie qu’au niveau du systeme

nerveux central.

111.5.3.1 — En périphérie

En périphérie, le récepteur 5-HT4 joue un réle important dans la fonction de plusieurs
organes, des voies digestives et urinaires, au niveau cardiaque, ainsi qu’au niveau des

glandes surrénales.

Au niveau du tractus gastro-intestinal, I'activation du récepteur 5-HT4 stimule la
motilité intestinale en entrainant la contraction des muscles lisses via la libération de

neurotransmetteurs comme |'acétylcholine (ACh). L’activation du réflexe des fibres motrices
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parasympathiques induit une augmentation de la motricité cesophagienne et intestinale
(duodénum et intestin gréle), une stimulation des sécrétions muqueuses, ainsi qu’une
hyperalgésie. Les agonistes 5-HT4 sont efficaces au niveau de I'cesophage (effet anti-reflux),
par stimulation de la motricité du tube digestif. Par exemple, le cisapride (Prépulside®)
stimule la libération d’acétylcholine a partir des terminaisons nerveuses et va avoir un effet
anti-reflux cesophagien. Il s’agit d’un prokinétique pur; il est dépourvu d’action centrale,

d’effets muscariniques et nicotiniques.

Au niveau cardiaque, I'activation du récepteur 5-HT4 stimule les effets inotropes
(contractilité cardiaque) et chronotropes (variation de la fréquence cardiaque) positifs. Il
augmente a la fois le rythme cardiaque et la force de contraction. Il peut étre responsable

d’arythmies.

Au niveau de la vessie, on observe une facilitation de la miction via I'augmentation de

la libération d’acétylcholine.

Enfin, I'activation du récepteur stimule la libération de cortisol et d’aldostérone dans les

glandes surrénales, induisant une augmentation de la pression artérielle.

111.5.3.2 — Au niveau central

Le récepteur 5-HT4 joue un role dans les processus de cognition, mémoire,

112

apprentissage, et dans les troubles mentaux ~**. Il est également impliqué dans le controle

de la respiration, en augmentant le rythme respiratoire et réduisant la détresse respiratoire

induite par les médicaments opioides (dérivés morphiniques) ***.

Plusieurs équipes de recherches ont effectué des tests in vivo des agonistes 5-HT4 chez les

rats. Ces agonistes améliorent les performances mnésiques de la mémoire court terme et
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112,114,11
A4S cas effets sont

celles de la mémoire a long terme (mémoire associative et spatiale)
inhibés par des antagonistes. Un traitement par un agoniste partiel restaure les déficits
cognitifs observés chez le rat agé, ou induit par la scopolamine (anti-cholinergique ou

parasympatholytique) **°.

Une stimulation du récepteur 5-HT4 favorise la libération de neurotransmetteurs tels que
I'acétylcholine (ACh) dans I’hippocampe et le cortex frontal, la dopamine dans le striatum, et

la sérotonine dans I’"hypophyse 1171121

La régulation de la libération d’acétylcholine est extrémement importante, car ce
neurotransmetteur est pro-cognitif. Ce sont principalement les neurones cholinergiques qui

sont atteints lors de la maladie d’Alzheimer.

111.5.4 — ROle du récepteur 5-HT4 dans le métabolisme de I’APP

Les récepteurs 5-HT4 sont principalement situés au niveau central dans I’hippocampe,
les ganglions de la base, I'amygdale, et le cortex frontal. Ils jouent un role essentiel dans les

, . . . 122
processus de mémorisation et d’apprentissage ~“*.

Chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, I'expression du récepteur 5-HT4

diminue de 66% dans I’hippocampe, et de 23% dans le cortex frontal 1232,

Des recherches effectuées in vitro ont démontré que la stimulation du récepteur 5-HT4 par
la sérotonine dans la lignée cellulaire CHO (Chinese Hamster Ovary), induit une

augmentation de la libération des fragments sAPPa, de maniere dose et temps-dépendant

125,12 . . . N . . .
>126  Cette augmentation est certainement liée a Iactivation de la voie non-

127

amyloidogénique (a-sécrétase) (fig.22-Chp 1V)
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In vivo, la stimulation du récepteur 5-HT4 par la Prucalopride, un agoniste 5-HT4, favorise la
libération de sAPPa dans I'hippocampe de souris témoins et de souris atteintes de la

128
. L

maladie I’Alzheimer, sans modifier le niveau d’expression de 'ARNm de I’APP e

Prucalopride est inhibé par un antagoniste du récepteur 5-HT4, le GR125487.

La stimulation du récepteur 5-HT4 par un agoniste partiel (RS67333) inhibe la production de

AB40 et AB42, et augmente la survie neuronale de maniére dose-dépendante **°.

Enfin I'association des traitements Prucalopride-Donépézil (AChEl) présente un effet
synergique a la fois sur l'activation de la voie non-amyloidogénique et sur les déficits
d’acétylcholine (ACh) induits par les anti-cholinergiques (scopolamine) **°. Le co-traitement
restaure completement I'amnésie, alors qu’une administration séparée de ces deux
composés est sans effets ; d’ou I'intérét de la conception de MTDLs (Multi Target-Directed

Ligands).
[1l.6 — Le récepteur de la sérotonine de type 6 (5-HT6)

111.6.1 — Historique

Les récepteurs 5-HT6 ont été identifiés et clonés pour la premiere fois chez le rat en

1317133 | ’ADN codant pour le récepteur 5-

1993 par les équipes de Monsma, Plassat et Ruat
HT6 a été cloné, en utilisant une stratégie basée sur une homologie de séquence de
nucléotides a partir du récepteur histaminique H2 chez le rat. Sa séquence codante
correspond a une glycoprotéine de 436 acides aminés affichant une homologie significative

avec d’autres récepteurs monoaminergiques clonés, par exemple divers récepteurs de la

sérotonine .
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111.6.2 — Voie de signalisation

Les récepteurs 5-HT6 sont des récepteurs sérotoninergiques appartenant a la
superfamille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a une protéine G.
Tout comme les récepteurs 5-HT4, ceux-ci sont positivement liés a une adénylate cyclase par
I'intermédiaire d’une protéine G de type Gs. Ainsi, une stimulation du récepteur entraine
une activation de |'adénylate cyclase, ce qui augmente la formation d’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) intracellulaire, ayant pour conséquence |'activation de la
protéine kinase A (PKa) AMPc-dépendant, ce qui va entrainer une inhibition des canaux
potassiques voltage-dépendants et une diminution de |'hyperpolarisation retardée. Par
contre, I'inhibition de ce récepteur a pour conséquence une prolongation de I'excitabilité

neuronale et une augmentation de la libération des neurotransmetteurs.

111.6.3 — Localisation et r6le physiologique

La localisation des récepteurs 5-HT6 est exclusivement au niveau central.

Les premiéres études d’hybridation in situ et de RT-PCR ont montré chez le rat une forte
expression des ARNm codant pour le récepteur 5-HT6 au niveau du striatum, des tubercules
olfactifs et du noyau accumbens, une expression plus modérée au niveau du cortex cérébral,
de I'hippocampe, du thalamus, de I’hypothalamus, et de 'amygdale, ainsi qu’une expression
bien plus faible au niveau du cervelet. Les analyses par Northern Blot révelent un taux élevé

, . <1341
des récepteurs 5-HT6 au niveau du noyaux caudés >*'3.

La localisation des récepteurs 5-HT6 a la fois dans les noyaux gris centraux, et dans le
systéeme limbique suggére que le récepteur participe aux fonctions motrices, au contréle du

comportement, de la dépression et de la cognition. Afin de déterminer I'implication des
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récepteurs 5-HT6 dans les processus d’anxiété et de dépression, différentes études furent

faites.

Ces études procédent a I'administration intracérébroventriculaire d’oligonucléotides

136 Ce qui stoppa la

antisens dirigés contre les ARNm codant le récepteur 5-HT6 chez le rat
synthese du récepteur et par conséquent la libération du neurotransmetteur. On observe un
syndrome comportemental transitoire, décrit par une augmentation du nombre
d’étirements et de baillements chez le rat. L'administration au préalable d’antagonistes
muscariniques (atropine, méthylatropine) réduit ce syndrome, contrairement aux

antagonistes dopaminergiques (haloperidol) 3.

Les manifestations comportementales induites par le blocage des récepteurs 5-HT6
semblent donc résulter d’'une augmentation de la neurotransmission cholinergique au
niveau du striatum et du cortex frontal. Le blocage de ces derniers peut se révéler un moyen
efficace de contrebalancer les déficits mnésiques résultant d’'une diminution de la

.. . . 1
transmission cholinergique **’.

Aucune étude n’a révélé I'implication des récepteurs 5-HT6 dans la mémoire du travail
(stockage temporaire d’informations et leur traitement) en contradiction avec la mémoire
épisodique, mais ils ont un réle dans la mémoire procédurale (habilité motrice, savoir-faire,
gestes habituels). Les antagonistes 5-HT6 présentent des effets bénéfiques dans différentes

taches de la mémoire en contrebalancant les déficits provoqués par des anticholinergiques

138

Des études présentent les premiers antagonistes anti 5-HT6 (Ro-046790, SB-271046) ayant

1 1 s, 147 sae 1 .
38139 D’autres molécules ont été synthétisées par la suite. SB-

des résultats similaires
271046 et SB-399885 améliorent les performances d’apprentissage et de rappel chez le rat
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agé. Le blocage des récepteurs 5-HT6 contrebalance donc les déficits de mémoires

. TIT 1
spontanées (vieillissement normal) *%°.

La molécule BGC20.761 induit un effet bénéfique sur les effets de consolidation de la
mémoire de reconnaissance spatiale induit par la scopolamine (anti-cholinergique) ***. II

possede une affinité pour les récepteurs 5-HT6 et 5-HT2.

En 2000, L.A. Dawson, H.Q. Nguyen et P. Li ont démontré le lien entre les récepteurs 5-HT6
et le systéme glutamatergique ***. Il semblerait que le blocage des récepteurs 5-HT6 favorise
la libération de glutamate au niveau de I’hippocampe et du cortex frontal, et que la molécule
MK-801 (antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA) provoque une diminution du

taux d’ARNm codant pour les récepteurs 5-HT6 au niveau du striatum.

En ce qui concerne la cognition et la fonction du récepteurs 5-HT6, nous avons signalé que
I’administration de I’'antagoniste Ro 04-6790 améliore la formation de la mémoire dans une

143

tache d'apprentissage de autoshaping ~. En 2005, Perez-Garcia et Meneses ont démontré

que les molécules SB-357134 et SB-399885 annulaient les effets du dizocilpine (MK-801) **°.

7 . 7 . ® 7 . . .
Néanmoins, la mémantine (EBIXA ), médicament contre la maladie d’Alzheimer est un

11 . .
3411 |3 stimulation

antagoniste non compétitif et d’affinité limité des récepteurs NMDA
excessive des récepteurs NMDA provoque la mort neuronale. Les agonistes de ces
récepteurs sont indiqués dans les troubles de la mémoire, tandis que les antagonistes

comme la mémantine sont indiqués dans le traitement des pathologies neurodégénératives,

les ischémies cérébrales et I'épilepsie *'.

Les agonistes 5-HT6 augmentent la libération du neurotransmetteur GABA dans le cortex

contrairement aux antagonistes 5-HT6 qui induisent justement un comportement

. . .. \ . 144,1.
d’excitation de la neurotransmission (systéme glutamatergique) ****°.
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Figure 17. Mécanismes neurochimiques et biochimiques impliqués dans le blocage des récepteurs 5-HT6 qui

- . N s1e . ease . . . 144
sont censés contribuer a I'amélioration cognitive induite par des antagonistes 5-HT6 .

Ces études préliminaires montrent le lien et interactions entre les récepteurs 5-HT6, les

systémes cholinergiques, dopaminergique et glutamatergique **

(fig.17). Ces études doivent
étre d’avantage approfondies en s’intéressant aux pathologies neurodégénératives comme

la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson.

[1l.7 — Notions d’agonistes biaisés

Chaque cellule dispose d’'un complément unique de GPCR et d’autres protéines, qui
dictent les voies de signalisation et des résultats fonctionnels. Ces voies ont un parti pris

inhérent qui peut étre manipulé en utilisant une variété de stratégies.

Les différentes structures (pré et postsynaptiques) ont des voies de signalisation différentes,
ce qui explique leurs effets différents. Si on peut identifier des agonistes sélectifs pour une
voie de signalisation donnée, on peut cibler une structure pré ou postsynaptique sans cibler
les autres. Le principe des agonistes biaisés (AB) est de stimuler une certaine sous
population de récepteur *’.
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Il a été prouvé que la stimulation du récepteur 5-HT6 par un agoniste ne conduit pas a la
perte de valeur des processus cognitifs; il améliore au contraire I'apprentissage et la

198 Ces effets paradoxalement

mémoire, de la méme maniére qu’un antagoniste 5-HT6
similaires ont suscité un certain intérét, et plusieurs hypothéses ont été proposées **°. Dans
un premier temps, I'activité des composés qui ont été considérés comme des ligands du
récepteur 5-HT6 de référence pourrait étre due a I'activation de d’autres cibles. Dans un
second temps, il a été suggéré que ces composés pourraient agir sur différentes populations
de récepteurs, dans différentes régions du cerveau. La stimulation du récepteur par un
agoniste, situé sur les neurones cholinergiques et glutamatergiques, ainsi que I'action d’un
antagoniste du récepteur situé sur les neurones GABAergiques, conduirait a une
augmentation de la libération d’acétylcholine (ACh) et de glutamate ; ce qui induirait des

1 . . , .
. Enfin, certains de ces composes testés sont des agonistes

propriétés procognitives
partiels et peuvent donc comporter des ligands compétitifs. Or, il est plus probable que les

différents ligands puissent agir a travers différentes voies de signalisation compétitives, a

. . s ye . . .+ 151
savoir par I'intermédiaire d’agonistes biaisés **.

L’activation de ces voies aurait donc un impact positif sur la cognition; ce qui pourrait
expliquer en partie I'influence de I'inactivation du récepteur 5-HT6 par un antagoniste, sur

e sy . 152
les propriétés procognitives .
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Chapitre IV — Multi Target
Directed Ligands (MTDLs)
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IV — Multi target directed ligands (MTDLs)

V.1 — Généralités

Le drug discovery moderne a été fortement axée sur le développement de
médicaments destinés a agir contre une cible spécifique avec une grande puissance et une

grande sélectivité.

Les médicaments frappant sur une cible unique (MMT) peuvent étre inadéquates dans le
traitement de maladies telles que les maladies neurodégénératives, le diabéte, les maladies
cardiovasculaires, ou le cancer qui impliquent de multiples facteurs pathogenes. Quand un
seul médicament ne suffit pas pour traiter efficacement une maladie, une thérapie a
plusieurs médicaments (« cocktail » ou « association médicamenteuse ») peut étre utilisé.
Mais cette approche peut étre désavantageuse et entrainer des effets indésirable, ainsi
gu’une mauvaise observance du patient (fig.18a). Une seconde approche peut étre
I'utilisation d’un médicament a multiples composés (MCM) (ex: CoTareg® = Valsartan +
Hydrochlorothiazide), qui implique l'incorporation de différents principes actifs dans la
méme formulation, dans le but de simplifier les schémas posologiques et améliorer

8 La troisitme approche est I'utilisation de médicaments

I'observance du patient
multicibles. Les MTDLs (Multi Target Directed Ligands) possédant un pharmacophore unique
vont étre capables d’intéragir avec différentes cibles afin d’induire un effet synergique
contre une méme maladie (fig 18b). Contrairement aux MTDLs a un pharmacophore, les
molécules hybrides vont posséder différents pharmacophores spécifiques chacun d’une
cible. La principale caractéristique de ces hybrides est la présence d’'une chaine

, , . . . 153,1
hydrocarbonnée, appelée “linker”, qui relie les pharmacophores entre eux **>31>*,
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Figure 18. Chemins menant a la découverte de nouveaux médicaments : Approche mono-cible (a), Approche
multi-cibles (b) *.

Aujourd’hui la conception d’'une molécule unique MTDL capable d’interagir simultanément
avec plusieurs cibles est donc une priorité majeure dans la découverte de nouveaux
médicaments. Les maladies neurodégénératives sont peu susceptibles d’étre traitées avec
succes par des interventions pharmacologiques basées sur une cible unique. Par contre la
modulation d’'un ensemble optimal de cibles peut former une stratégie plus efficace;
notamment la modulation de cibles multiples peut aboutir a un effet synergique, bien que
cet objectif soit généralement recherché dans les thérapies de combinaison par
administration de deux ou plusieurs médicaments. Les médicaments multicibles visent le
méme objectif utilisant une méme molécule. Les médicaments a cible unique peuvent
provoquer des effets indésirables, une toxicité tissulaire, résultant d’une efficacité plus faible
et d’une résistance. En revanche, certaines combinaisons de médicaments sont congues
pour réaliser un contrdle de la maladie plus durable, par des effets synergiques grace a un
non chevauchement des mécanismes d’action, des mécanismes de résistance et des toxicités

distinctes **°.
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Pour obtenir de nouveaux MTDLs, une stratégie de conception est généralement appliquée,
dans laquelle, des pharmacophores distincts de différents médicaments sont combinés dans
la méme structure pour donner des médicaments hybrides. Chaque pharmacophore de ces
nouveaux médicaments doit conserver la capacité d’intégrer avec son site actif sur sa cible et
donc induire sa réponse pharmacologique **3. Le pharmacophore correspond aux parties des
molécules portant les motifs essentiels responsables pour un médicament de son activité

biologique.

Les tests de criblage haut débit permettent le profilage efficace d’un grand nombre de
composés contre de nombreuses cibles. La nature multifonctionnelle de nombreux
médicaments a été vérifiée et devrait probablement étre prévue dans un avenir proche pour

une majorité d’agents thérapeutiques .

IV.2 — Avantages MTDL / thérapie par combinaison

Les avantages potentiels d’une thérapie ciblée fondée sur un seul médicament qui
module I'activité des cibles thérapeutiques multiples sur une seule cible peuvent étre

, . . 1
prospectés par les points suivants : **°

- Une molécule qui agit simultanément sur plusieurs cibles présente souvent une
efficacité supérieure contre les maladies a un stade avancé par rapport a des
composés ayant une haute spécificité pour une cible unique.

- Une molécule possédant une double activité peut avoir un profil pharmacocinétique
plus prévisible par rapport aux médicaments détenant plusieurs principes actifs.

- Les toxicités aigues et retardées peuvent étre plus importantes dans les

combinaisons de médicaments.
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- La combinaison de plusieurs principes actifs des thérapies de combinaison peut
entrainer une synergie positive, mais aussi négative, limitant le nombre de
combinaisons.

- Les médicaments multicibles développent moins de résistances.

- L'utilisation de médicaments combinés complique le schéma posologique et a un

impact négatif sur la conformité du patient.

IV.3 — MTDL et traitement des maladies neurodégénérative

La thérapie par combinaison a déja fait ses preuves dans les traitements de maladies
complexes telles que le cancer, VIH, HTA, ou elle atteint une efficacité maximale en

attaquant simultanément plusieurs cibles, par synergie.

Le nombre de médicaments multicibles brevetés a dépassé celui des médicaments a cible

unique dans le traitement de maladie d’Alzheimer.

La conception de MTDLs représente une stratégie innovante dans le traitement de maladies

neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer impliquant des cibles multiples 3.

L'une des approches décrite dans I'exemple suivant a été de modifier la structure
moléculaire de l'inhibiteur de I'acétylcholinestérase (Donépézil) afin de lui fournir des
propriétés biologiques supérieures utiles pour le traitement de la maladie d’Alzheimer. Le
Donécopride est I'une de ces molécule, d’une part agoniste des récepteurs 5-HT4 et

inhibiteur de I'acétylcholinestérase d’autre part (1V.4.2) >,
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V.4 — Exemples

IV.4.1 — Cas d’un antagoniste 5-HT6/agoniste partiel du récepteur D2, ciblant les

symptémes comportementaux et psychologiques de la démence

Une étude a été faite sur la conception de MTDLs agissant a la fois sur les récepteurs 5-
HT6 et D2 par I'approche des structures des deux ligands connus et les sites de liaison des

/ . , 1
récepteurs ciblés.™’

Cette étude a débuté par I'analyse des structures des antagonistes 5-HT6, celles des
agonistes partiels D2, ainsi que leurs modes de liaison. L'objectif est donc de combiner les
pharmacophores de ces deux types de ligands afin d’obtenir une molécule hybride qui

pourrait se fixer sur les deux types de récepteurs.

Dans un premier temps, I'orientation spatiale de chaque pharmacophore dans son récepteur
a été décrite. Par la suite les structures seront combinées pour obtenir un nouveau

pharmacophore.

Des modeles de pharmacophores basés sur les récepteurs D2 et développés pour des ligands
du récepteur 5-HT6 ont été superposés afin de déterminer les motifs chimiques et les

régions communes nécessaires a double activité.

Le pharmacophore obtenu est le suivant : |'azote positivement ionisable et un cycle
aromatique occupent les mémes positions dans les deux sites de liaison, positions proches
des résidus Asp3.32 et Phe6.52 connus en tant que points d’interaction importants pour les

ligands monoaminergiques.

Les groupements aromatiques supplémentaires des antagonistes du récepteur 5-HT6,

généralement fixés au principal cycle aryl par un fragment de sulfamide a été retrouvé dans
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la cavité hydrophobe entre les domaines transmembranaires 4 et 5 par interaction avec le
Phe5.38, alors que le cycle aromatique accompagné d’accepteurs et donneurs de liaison
hydrogene caractéristiques des agonistes des récepteurs D2 partiels est élargi vers les

domaines transmembranaires 2 et 7, interagissant avec la Glu2.65 et la Ser7.36. (fig.19)

Des analogues basés sur ce pharmacophore hybride ont été concgus, et représentent donc
aujourd’hui  une nouvelle piste dans les traitements ciblant les symptomes

comportementaux et psychologiques de la démence comme la maladie d’Alzheimer.
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Figure 19. Conception de molécules hybrides. Modes de liaison proposés présentés pour les agonistes partiel
du récepteur D2 (A) et les antagonistes du récepteur 5-HT6 (B). Modeéles pharmacophores basés sur
la structure générée en utilisant des ligands précédents (C). Superposition de modeéles de

pharmacophores (D). Molécule hybride de Prototype satisfaire le modeéle de pharmacophore

commune (E) BT

IV.4.2 — Cas du Donécopride ; agoniste 5-HT4/inhibiteur de I'acétylcholinestérase

(AChEI) dans le traitement de la maladie d’Alzheimer

Au CERMN, une étude a été faite sur la conception d’un MTDL agissant a la fois sur les
récepteurs 5-HT4 et I'acétylcholinestérase par I'approche des structures de ligands connus et
les sites de liaison des récepteurs ciblés, d’intérét dans le traitement de la maladie
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d’Alzheimer. Le Donecopride a été concu comme un compromis structurel entre le donépézil
(Aricept®, Eisai), médicament inhibiteur de I'acétylcholinestérase, et le composé RS67333,

agoniste du récepteur 5-HT4 (fig.20) °.

~o o
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Cl
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Donépézil (DPZ2) RS67333

Figure 20. Structures du Donécopride, donépézil et RS67333 °,

Le candidat médicament Donécopride exerce des effets symptomatiques a la fois in
vitro par une activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (AChE), et un effet curatif par son
activité agoniste partiel sur le récepteur sérotoninergique 5-HT4 permettant une diminution
du taux de peptide AP, ainsi que la sécrétion de la protéine sAPPa, conduisant a un effet in

vivo sur les propriétés pro cognitives chez la souris.

Le profil MTDL du Donécopride semble conférer a celui-ci la possibilité d’afficher deux voies
dans I'amélioration de la neurotransmission cholinergique, tout d’abord par l'inhibition de
I’AChE catalytique, puis par la libération d’acétylcholine (ACh) 5-HT4-dépendant. Enfin la
stimulation du récepteur 5-HT4 induit un effet curatif en jouant un role dans I'inhibition de

I’'accumulation et I'agrégation du peptide Ap (fig.21) e
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Figure 21. Intérét plieotropique de la double action AChEl/agoniste 5-HT4R 10,

Ce deuxieme effet s’explique par le clivage du précurseur du peptide AP, 5-HT4-dépendant,
favorisant la voie non-amyloidogénique (fig.22). Le Donécopride interagit également avec le
site anionique périphérique (PAS) de I’AChE, qui est capable de neutraliser le réle de
chaperon joué par celle—ci dans |'agrégation du peptide AB. Ces activités complémentaires
pourraient donc exercer a la fois un effet symptomatique et un effet curatif, et ainsi

permettre le traitement de la maladie d’Alzheimer.
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Figure 22. Effets symptomatiques et curatifs par I'activation de 5-HT4R 8

Le suivi préclinique du Donécopride sera nécessaire pour vérifier si cette molécule unique
agissant simultanément sur deux cibles produit une action bénéfique au-dela de
I’'administration concomitante de deux substances actives dirigées vers ces mémes

récepteurs.

Les études de docking du donécopride ont été réalisées dans une structure
d’acétylcholinestérase (AChE) humaine (PDB ED: 4EY7) *°, ainsi que dans un modéle du
récepteur 5-HT4 humain. Les conformeéres de la structure cristalline du donécopride protoné
sur le cycle pipéridine ont été amarrés séparément dans le modéle d'homologie du
récepteur 5-HT4 qui a été construit en utilisant la structure cristalline des récepteurs p2-

adrénergique comme un modéle (PDB ED: 2RH1) %61,

Au niveau du récepteur 5-HT4, l'azote de la pipéridine de base interagit avec
I’Asp100, et une interaction polaire supplémentaire peut étre engagée a travers |'azote

basique et le groupe hydroxyle de la Tyr302. Le noyau benzénique est orienté vers I'hélice
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transmembranaire 5 (TM5), et le substituant amino sur le noyau benzénique, forme une
liaison hydrogéne avec le groupe hydroxyle Ser197. Dans cette position, le cycle benzénique

est entouré de plusieurs résidus aromatiques, orientées perpendiculairement a elle.

Au niveau de I'acétylcholinestérase (AChE), I'azote chargé de |'anneau de pipéridine
est orienté dans une position qui est adaptée pour l'interaction avec une molécule d'eau a
proximité de Tyr337 et Tyr341. Le carbonyle du donécopride forme une liaison hydrogene
avec I'amine du squelette de la Phe295. Le noyau benzénique a été positionné de maniere
paralléle a I'anneau indole du Trp286 favorise une interaction de type m-stacking. Pour finir,
I'anneau de cyclohexane du donécopride occupe l'espace du cycle benzyle du donépézil

situé dans une poche proche du Trp86 (fig.23) °,

Figure 23. Donécopride positionné dans 5-HT4R (A) et AChE (B). Figure réalisé avec PYMOL °,

IV.4.3 — Conclusion

La stimulation simultanée de plusieurs récepteurs sérotoninergiques par la sérotonine
a permi de découvrir son intérét dans la maladie d’Alzheimer. Le blocage des transporteurs

de recapture de la sérotonine par les antidépresseurs de type IRSR augmente le taux de
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sérotonine dans la fente synaptique. Cependant, 'activation de tous ces récepteurs a la
sérotonine n’est pas nécessairement la meilleure stratégie ®. L’activation des récepteurs 5-
HT4 stimule la voie de signalisation B-arrestine (ERK) (fig.24). La B-arrestine recrute et active
dans un premier temps la protéine Src, puis un complexe protéique (sérine/thréonine
kinase) dans un second temps. Les protéines Raf et ERK interagissent directement avec
I'arrestine. La cascade de phosphorylation de ERK permet la phosphorylation des facteurs
transcrictionnels régulant les génes impliqués dans la production de sécrétases. L’activation
de la voie ERK par les agonistes 5-HT4 augmente l'activité de I'a-sécrétase et diminue celle
de la y-sécrétase '°°. Par conséquent, cette stimulation induit une diminution de la toxicité et
le nombre de peptides AB. Le blocage des récepteurs 5-HT6 inhibe la voie de signalisation
mMTOR, qui par conséquent va entrainer un effet procognitif et permettre un controle des

. . N .y . . 151
humeurs. Les effets seront identiques a ceux des antidépresseurs et des anxiolytiques ***.

Ainsi, en combinant I'activation du récepteur 5-HT4, et le blocage du récepteur 5-HT6,

on peut produire une meilleur activité thérapeutique (fig.24) 8.

La thérapie de combinaison est une approche a considérer pour le traitement de maladies

complexes telles que la maladie d’Alzheimer.

97



5-HT,R agonists 5-HT4R antagonists

!"' s
Bt

““C ADAM10 ¢

b <Cio

G
13 G,
% B-Arr
Signal transduction pathways
Decrease of Increase of Reduction of Procognitive Mood control
plaques and A§ level sAPPa production inflammation effects (antidepressant- and

anxiolytic-like effects)

.
EEEEEEEET
Tiene joey

Figure 24. Les principales actions positives des agonistes des récepteurs 5-HT4R et des antagonistes 5-HT6R
dans le contexte de la maladie d'Alzheimer °.
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Chapitre V — La modélisation
moléculaire
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V — La modélisation moléculaire

V.1 — Généralités

La modélisation moléculaire est une technique permettant d’analyser le
comportement des molécules et par la suite des systémes moléculaires. Aujourd’hui, la
modélisation est invariablement associée a la modélisation informatique. Ces techniques
informatiques ont révolutionné la modélisation moléculaire, dans la mesure ou la plupart

des calculs ne peuvent étre réalisés sans la puissance de calcul d’un ordinateur.

Dans l'industrie pharmaceutique, classiquement, la recherche de nouveaux composés
chimiques ayant un intérét thérapeutique potentiel consiste a synthétiser de nombreuses
séries de molécules et a les soumettre a des tests pharmacologiques pour déceler une
éventuelle activité biologique. Cette méthode de screening présente un défaut certain ; son
caractere aléatoire, qui lui conféere une faible rentabilité, une importante mobilisation
humaine et un co(t financier important. Pourtant, la quasi-totalit¢ des médicaments
actuellement commercialisés est encore issue de ce type d’approche. L'activité biologique
d'une molécule dépend en outre de sa constitution chimique et de sa structure
tridimensionnelle, laquelle détermine son interaction avec un récepteur. Une meilleure
connaissance des relations structures-activités (RSA) permet la mise au point de nouveaux
agents thérapeutiques. Cette notion de relation structure-activité repose tout d’abord sur le
développement et |l'utilisation de techniques d'analyses structurales telles que la
radiocristallographie (RX) et la résonance magnétique nucléaire (RMN), et ensuite sur des
techniques théorigues permettant de visualiser, de manipuler les structures et d'effectuer
des calculs pour caractériser leurs propriétés conformationnelles et électroniques d'autre

part. La modélisation moléculaire est un outil informatique désormais indispensable aux
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chimistes organiciens spécialisés en drug design, leurs permettant la conception de
nouvelles molécules et d’essayer de faire des prédictions sur l'activité biologique de
composés nouveaux. Les chimistes modulent par la suite la structure par
pharmacomodulation afin d’optimiser I'affinité, la sélectivité et le profil pharmacologique
souhaité. L'approche 3D permettra donc une nouvelle approche des RSA (au lieu d’une
approche 2D classique en chimie thérapeutique (comparaison des structures)) et découvrir

ainsi de nouvelles hypothéses (choix des hits et/ou modifications structurales a réaliser).

V.2 — Base de données

V.2.1 - CHEMBLdb

La recherche de structures 2D est tres largement utilisée pour identifier les différentes
caractéristiques des molécules. Cependant cette seule approche est sérieusement limitée si
nous souhaitons découvrir de nouvelles molécules avec des activités biologiques. C'est la
raison pour laquelle, les caractéristiques des représentations 3D sont importantes pour
comprendre la reconnaissance moléculaire du ligand pour son récepteur. Les banques de
données de structures en 3D contiennent des informations supplémentaires sur les
propriétés de la conformation géométrique et sur les caractéristiques fonctionnelles des
molécules. Au cours de cette étude, nous avons exploité la base de données CHEMBLdb
(données accessibles sur internet) pour les ligands 5-HT6 ainsi qu’une base comprenant les
molécules synthétisée par le CERMN, représentées sous forme 2D. Les quatre bases de

données générées sont les suivantes: 5-HT6 chembldb, struct Samir_famille1db,

struct_Samir_famille2db et hypothéses_db.
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V.2.2 — La Chimiothéque du CERMN

La chimiotheque du CERMN, créée en 1998 par le professeur S. Rault est destiné a
tester les dérivés vis a vis des récepteurs sérotoninergiques. La chimiothéque s’est
largement enrichie, et compte aujourd’hui prés de 15 000 composés, qui ont fait I'objet de

. 1
nombreux criblages ***

. Cette richesse de composés chimique du laboratoire a permis de
mettre en évidence de nouvelles activités biologiques sur des cibles diverses, dans les

domaines de la cancérologie et des neurosciences.
V.3 — Espace conformationnel

V.3.1 — Analyse conformationnelle

La connaissance de la structure tridimentionelle d’une molécule est essentielle, car elle
permet de prédire les propriétés physiques, chimiques et biologiques de la molécule. On

appelle conformation les différents arrangements spatiales des atomes dans la molécule.

Les données issues de CHEMBLdb (2251 ligands 5-HT6 _chembldb) sont décrites sous
forme de codes SMILES ** (exemple sérotonine : NCCclc[nH]c2ccc(O)ccl2). Celles-ci sont
classées dans un document excel (.csv, .xls) contenant en plus les valeurs de Ki
correspondantes (rat, souris, homme) et les références bibliographiques. Le logiciel Pipeline
Pilot va convertir le code SMILES au format sdf, générer une premiére structure 3D et trier
les doublons des molécules répertoriées dans le document Excel. Dans un second temps, les
conformations des structures 3D sont minimisées avec le logiciel Canvas de Schrodinger
(import du fichier sdf). La minimisation de I'énergie nous permet d’accéder a un minimum
local en énergie potentielle. Chague molécule choisie a été affinée par simulation de la
mécanique moléculaire, en utilisant le champ de force OPLS_2005 avec I'eau comme modele

de solvant continu. Pour la minimisation de I’énergie, nous avons appliqgué une méthode de
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gradient conjugué (PRCG), avec comme critere de convergence un gradient d’énergie

potentielle inférieure ou égale a 0,05 kcal.mol™.A*

Les molécules sont flexibles, et
possedent donc plusieurs conformations spatiales régies par une énergie potentielle. Les
conformations sont inter-convertibles entre elles par des rotations autour des liaisons
simples ou par flexibilité des structures cycliques. Le but ici est d’identifier la conformation
idéale de la molécule, par I'exploration de la surface d’énergie potentielle et la localisation
des conformations correspondant aux minima d’énergies potentielles. Chaque structure est
associée a des minima locaux, et un minimum global pour les conformations, ce dernier
correspondant a la conformation la plus stable. Il n’existe pas de méthode mathématique
générale qui permette de trouver le minimum global. Etant donné que la méthode de
minimisation d’énergie mene le plus souvent vers un minimum d’énergie locale, une analyse
conformationnelle (eq.1) est nécessaire pour identifier le minimum global et I'ensemble des
minima. L’analyse conformationnelle par les méthodes de type recherche linéaire,
systématique ou stochastique, s’intéresse aux liaisons simples et aux cycles **°. Nous avons
utilisé ici la méthode de la recherche systématique (méthode SPMC), méthode permettant
de réduire le nombre de conformations théoriques décrites par la formule ci-dessous
(élimination des rotations associées a des “chocs” stériques). Les conformations sont

minimisées a la fin du processus permettant d’accéder a un nombre nettement plus restreint

de conformations.

. 360
Nombre total de conformations = H’i"?

Equation 1. Equation du nombre de conformations en recherche exhaustive avec N pour le nombre de
liaisons rotatoires et 0 pour I'incrément.
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V.3.2 — Dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire est basée sur l'intégration des lois de la mécanique
newtonienne pour reproduire le mouvement d’une structure moléculaire, et ainsi générer
des conformations. Une simulation de dynamique moléculaire consiste a calculer I’évolution
d’un systéme de particules au cours du temps. Ces simulations servent de modeéles
structuraux et dynamiques pour la compréhension des résultats expérimentaux. On souhaite

donc évaluer la position et la vitesse des particules **°.
V.4 — Pharmacophores

Au début du XX° siécle, Paul Ehrlich définit le pharmacophore comme les parties
moléculaires portant (phoros) les motifs essentiels responsables pour un médicament,
(pharmacon) de son activité biologique. Les ligands portent donc des groupements

. ... 1671
fonctionnels responsables de leur activité **7*%8.

169,1 . . . .
89170 " celui-ci nous indique

Une définition plus récente a été proposée par Gund en 1977
gu’il s’agit d’un ensemble de motifs structuraux d’'une molécule reconnu au niveau du site

récepteur et responsable de I'activité biologique de cette molécule.

171 . ..
"1 (section de chimie

Une définition du pharmacophore a été publiée par I'lUPAC
thérapeutique) en 1998 : « Un pharmacophore est un ensemble de motifs stériques et
électroniques nécessaires pour assurer des interactions supramoléculaires optimales avec

une structure biologique cible spécifique, cela conduisant a une réponse biologique

(activation ou blocage de cette réponse) ».

Cette définition a été complétée par les éléments suivants : « Un pharmacophore ne

représente pas une molécule réelle ou une association réelle de groupements fonctionnels,
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mais un concept purement abstrait considérant les capacités d’un groupe de composés de
réaliser le méme type d’interactions vis-a-vis d’un récepteur. Il peut étre défini comme le plus
grand dénominateur commun associé a ce groupe de composés. Ces définitions écartent
d’emblée une utilisation incorrecte en chimie thérapeutique qui consiste a parler de
pharmacophore pour des fonctions chimiques comme les guanidines, sulfonamides ou
dihydroimidazoles ou pour des structures particulieres comme les flavones, phénothiazines,

. P 1
prostaglandines ou stéroides » **°.

Les pharmacophores ont été construits en utilisant I'application Phase de Maestro,
Schrodinger. Ce logiciel est a3 méme de reconnaitre les fonctions pharmacophoriques
présentes sur les structures *’%. Cing types de fonctionnalités étaient classiquement présents
pour nos dérivés : Accepteur de Liaison Hydrogéne (HBA), Donneur de Liaison Hydrogéne
(HBD), groupement hydrophobe (HYD), groupement positivement ionisable (Pl) et cycle

aromatique (R).

Un pharmacophore 3D représente la relation spatiale entre ses différents motifs, relations
en termes de distances, d’angles et de plans. Le pharmacophore est classiquement construit
a partir d’un petit échantillon de structures actives sur un méme récepteur et possédant un
méme profil pharmacologique. L’application informatique crée dans un premier temps les
différents sites pharmacophoriques de chaque structure sélectionnée puis détermine les
motifs communs (une sélection du nombre de motifs choisis est possible (3 a 6)). Sur la base
des pharmacophores identifiées (appelées « hypotheses »), le programme va calculer le
score des hypotheéses et les valeurs de fit pour chaque structure. La position d’un motif peut
étre associée a un seul point, mais il est préférable de permettre une tolérance autour de ce

point. Cette tolérance correspond a une sphére autour de la position optimum. La valeur de
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fit considére la variation de position des motifs vis a vis de leurs positions optimales en
admettant I'alignement global de la structure sur le pharmacophore. Il s’agit du critere de
base pour estimer la qualité du mapping. Les hypothéses de pharmacophores sont classées

en fonction de I'ensemble des valeurs de fit et de leur complexité (nombre de motifs) *’2.

A titre d’illustration sur la notion de pharmacophore, je vous présente les résultats réalisés
en 2014 par I'équipe de Bellinda Benhamu qui propose un pharmacophore des antagonistes
5-HT6 composé des 4 motifs suivants : Un accepteur de Liaison Hydrogene (HBA) (vert), un

groupement hydrophobe (HYD) (bleu), un groupement positivement ionisable (PI) (rouge) et

144

un cycle aromatique (R) (jaune) (fig.25, 26) ™. Ces résultats seront exploités dans le chapitre

VI.

(A)

X

e

o

X=0,8 X=CH ONS

H
Na””
O/,S\\O \’s: N ~
oo

Figure 25. (A) Les fragments structurels couvrant caractéristiques communes des pharmacophores des
antagonistes 5-HT6R. (B) Modeéle moléculaire de I'antagoniste dans un complexe avec un récepteur 5-

HT6 basé sur un modeéle d'homologie 5-HT1 “
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Figure 26. Exemples de mapping antagonistes 5-HT6 73,

Il est impératif de considérer les différentes conformations des molécules, et donc leur
flexibilité. Ces conformations sont déterminées par la recherche systématique. Il est
important également de considérer que les molécules actives utilisées pour la conception du

pharmacophore se lient de facon équivalente a la cible.

Apres analyse des banques de données chimiques, tous les composés en accord avec

le pharmacophore sont sélectionnés et classés en fonction de la valeur de fit.

V.5 — Clustering

La classification ou clustering de molécules est basée sur la détermination d’une

. . ey s .1 . o . P ,
similarité entre celles-ci ”*. La notion de fingerprint associé a chaque structure représente la
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base pour la détermination de la similarité. Pour cette définition, les molécules peuvent étre
caractérisées par la présence (valeur 1) ou I'absence de fragments moléculaires (valeur 0). La
suite des numéros 0 et 1 constitue le fingerprint. Au cours de cette étude, nous avons utilisé
le coefficient de Tanimoto pour mesurer la similarité. Le coefficient de Tanimoto (eq.2)
correspond au nombre de bits communs (C) par rapport aux nombres de bits (on) définis
dans I'ensemble (A et B). Nous avons utilisé par la suite une méthode de classification non
hiérarchique type K-Means. La valeur de K va définir le nombre de clusters. Cette méthode
assigne chaque molécule a I'amorce la plus proche, et détermine le centroide pour chaque
cluster. A partir des 2251 structures pour les ligands 5-HT6, 30 clusters ont été définis

comme base.

Tanimoto = C/(A+B-C)|

Equation 2. Coefficient de similarité par la méthode de Tanimoto.

V.6 — Docking

Le docking permet de positionner un ligand dans le site de liaison d’un récepteur en
considérant les interactions optimales avec ce récepteur. La recherche des structures
tridimensionnelles des récepteurs se fait sur des bases de données comme la protein data
bank (PDB) *”° ou Uniprot Y®*””. Dans ce processus, nous tentons de prédire les complexes
intermoléculaires formés entre deux ou plusieurs molécules. Les algorithmes sont capables
de générer un nombre important de complexes en considérant le récepteur et le ligand de
facon flexible ou rigide. L'objectif est de caractériser les molécules présentant le plus

178-181 . . ..
787181 | a principale limite

d’intérét a travers une estimation de la variation d’énergie libre
réside par conséquent dans |'exploration de I'espace conformationnel du complexe et donc

le nombre de degré de liberté du systéme moléculaire est difficile 3 appréhender &2
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Les solutions potentielles (complexe ligand—récepteur) sont évaluées classiguement

. . . . ey s , . 1
par une fonction de scoring traduisant I'affinité de la molécule pour sa cible **3. Lespace de
recherche pour le complexe peut se résumer a deux méthodes, que sont les méthodes

, sy s , sy 182
géométriques et énergétiques 2.

- La méthode géométrique s’explique par la mise en place de points
pharmacophoriques sur le ligand et la protéine. Ensuite, ces points sont superposés
afin de confirmer la compatibilité entre la protéine et le ligand.

- La méthode énergétique peut se faire par la méthode de Monte-Carlo, qui
correspond a une modification aléatoire de la conformation du ligand et de la

protéine par minimisation ou par un algorithme génétique.

Au cours de cette étude, nous avons utilisé la méthode géométrique a I'aide de I'application

. v e 157,164,179,184,1
Glide de Maestro Schrodinger >7/164179/184.185

Le processus pour la réalisation du docking a été le suivant :

Les données 3D du récepteur subissent un prétraitement, en corrigeant les principaux
problemes structuraux: ordres de liaisons, addition et orientation des hydrogenes,
modélisation des chaines latérales et des boucles manquantes. Ce processus est suivi par
une minimisation du récepteur, afin d’obtenir une conformation plus stable. Pour cette
étape, le critére de convergence est une déviation maximum de 0,3 A au niveau des atomes
lourds (RMSD). Le site actif est précisé par une méthode de grille permettant de déterminer

point par point les zones d’interactions au niveau du site actif.
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Chapitre VI - Résultats
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VI — Résultats

VI.1 — Construction des Pharmacophores tridimensionnels

Dans une revue parue en 2014, Bellinda Benhamu *** a classé les antagonistes 5-HT6
en 4 grandes familles chimiques (fig.27): les bisaryl sulfonamides (SB399885), les dérivés
indoles (SB699929), les composés sans groupement sulfonyl (comp71), et les dérivés Indole-
like (comp55). Nous avons choisi un représentant par famille chimique de la publication de
Benhamu en fonction de leur valeur Ki possédant un méme ordre de grandeur au niveau de

I"activité.

H N
[ _ 'CS') Cl N N>:O
gpes e

Cl
SB 399885 SB 699929 Comp 71 Comp 55
Ki=0,70 nM Ki = 0,30 nM Ki = 0,30 nM Ki =0,40 nM

Figure 27. Molécules de référence, a I'origine du pharmacophore.

Les quatre structures associées a la publication (fig.27) nous ont servi de base pour la
définition des pharmacophores (nommés hypothéses). Nous avons abouti aux deux
hypothéses suivantes (fig.28). La premiére est constituée d’'un motif aromatique (R)
(orange), d’un motif accepteur de liaisons hydrogénes (HBA) (rouge) et d'un motif
positivement ionisable (PI) (bleu). La deuxieéme possede en plus un motif hydrophobe (HYD)

(vert) ¥4,
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Title: APR 6 Title: AHPR 2

Figure 28. Pharmacophores a 3 (gauche), et 4 motifs avec les distances et les angles pour un des
pharmacophores.

Dans |'objectif de valider notre modeéle, ces deux pharmacophores (fig.28) vont étre ensuite

alignés sur nos bases de données.

En plus de la base de données 5-HT6 chembldb, nous avons travaillé a partir des deux

familles de molécules dérivées du Donécopride (fig.29).

~0 0 ~0 0o
H,N H,N
Cl N_ Ar Cl N._R
MR33365 MR33366
Ki = 44 nM Ki = 140 nM

Figure 29. Molécules de référence du CERMN: familles 1 (MR33365), et 2 (MR33366).

VI.1.1 — Pharmacophore a 3 motifs APR

En partant des 2251 structures de 5-HT6_chembldb sur ce pharmacophore (fig.30), le
nombre maximum de molécules est obtenu c’est a dire les 1000 meilleures structures en
partant des valeurs de fit. 885 d’entre elles possedent une affinité inférieure a 100 nM pour

le récepteur 5-HT6 (sur 1470 au départ). Cette étape prouve donc que notre hypothese est
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valable avec une valeur de GH de 0,77 pour ce pharmacophore (on considére un

186

pharmacophore valable pour une valeur de GH > 0,6) (eq.3) ~". La valeur de fit est comprise

entre 2,69 et 2,03. Ces 1000 structures ont été classées en 30 clusters (Annexe 1).

Title: APR 6 Title: APR 6

Figure 30. Alignement de SB699929 (gauche), et chembl3289978 (droite) sur ce pharmacophore.

Nous avons testé la superposition de la structure cristallographique du Donécopride
sur ce pharmacophore (fig.31) Celle-ci s’aligne pour une valeur de fit de 1,797. Ce qui
démontre I'accord avec des ligands 5-HT4.

Ha  Ha

_Hy A _HplA+Hq)
2 2AH;

GH

Equation 3. Paramétre GH déterminant la qualité du pharmacophore, avec HA/HT correspondant au rapport
des actifs dans les hits par rapport au nombre de hits, et (HA/A) correspondant au rapport des actifs
dans les hits par rapport au nombre d’actifs dans le jeu de données. . Le parameétre GH varie entre 0

et1 166
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Title: Donecopride

*L OLC
Cl _N

Donécopride

Figure 31. Alignement du Donécopride sur ce pharmacophore.

Cette information nous a aiguillé vers les molécules synthétisées par le CERMN, que
nous avons ensuite superposées sur le pharmacophore. Toutes ses structures s’y alignent de
facon équivalente au donécopride (fig.31). Les valeurs de fit sont comprises entre 1,648 et

1,88.

Ce pharmacophore est donc commun aux récepteurs 5-HT4 (agoniste), et 5-HT6

(antagoniste).

VI.1.2 — Pharmacophore a 4 motifs AHPR

Nous avons appliqué la méme méthodologie que précédemment (pharmacophore a 3
motifs). En alignant les 2251 structures de 5-HT6_chembldb sur ce pharmacophore (fig.32),
le nombre maximum de molécules est obtenu c’est a dire les 1000 meilleures structures en
partant des valeurs de fit. 906 d’entre elles possedent une affinité inférieure a 100 nM pour
le récepteur 5-HT6 (sur 1470 au départ). La valeur de fit est comprise entre 1,508 et 2,57.

Ces 1000 structures ont été classées en 30 clusters (Annexe 2) par la méthode du K-Means.
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Figure 32. Alignement de chembl1181599 (gauche), et chembl1210711 (droite) sur ce pharmacophore.

Comme précédemment, nous avons aligné les molécules dérivées du Donécopride sur ce

pharmacophore. Aucune d’entre elles ne fittent.

Le pharmacophore a 4 motifs présente moins d’intérét que celui a 3 motifs, car aucune des
structures actives sur 5-HT6 et synthétisées au CERMN ne s’y alignent. Néanmoins il semble

plus adapté aux antagonistes 5-HT6 sélectionnés par Benhamu **.

La suite des analyses a été effectuée a partir du pharmacophore a 3 motifs qui précise les

caractéristiques communes des agonistes 5-HT4 et antagonistes 5-HT6.

VI.2 — Docking

La représentation 3D (.pdb) du récepteur 5-HT6 (P50406) (fig.33) sur lequel nous

187 Elle a été obtenue par une méthode de

avons travaillé a été récupérée sur le site Uniprot
modélisation par homologie. La structure de référence est une structure fl-adrénergique

(PDB.2Y00) qui possede 35% d’identité de séquence avec le récepteur 5-HT6

(http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=2Y00).
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Figure 33. Représentation 3D du récepteur 5-HT6 avec le ligand MR33368 (orange).

Lors de cette étape, nous avons positionné par docking les composés dérivés du

donécopride dans le site actif du récepteur 5-HT6.

Dans les poses sélectionnées, I'azote de la pipéridine interagit avec Asp106 Le groupement
carbonylé interagit dans la majorité des cas avec Argl181 ou Leul82. Le noyau benzénique
est orienté vers les hélices transmembranaires 2 et 7 (TM2, TM7). Le substituant amino
forme une liaison hydrogéne avec le Asn86 et Asp303. Le substituant méthoxy forme
également une liaison hydrogene avec majoritairement les groupes hydroxyles de Asp303 et
Thr306, et le groupe amino de Argl81. Le noyau benzénique en bout de chaine est, quant a
lui orienté vers I’'hélice transmembranaire 6 (TM6); il forme des interactions de type

stacking avec les Phe284 et 285 (fig.34, 35).
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Figure 34. Docking d'un dérivé du donécopride par représentation 2D (screeshot) et 3D.

Argl81 (HBD)
Leul82 (HBD)

Phe284 et 285
(stacking)

Asn86 (HBA) Cl

Asp303 (HBA)

Thr306 (HBD) Asp106 (NI)
Argl81 (HBD)

Figure 35. Docking de MR33365 et MR33368 sur 5-HT6R.
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Conclusion

Ce travail de thése a permis de participer a I'étude de I'implication des récepteurs 5-

HT4 et 5-HT6 dans la mémoire de type épisodique.

Nous avons montré que l'activation chronique des récepteurs 5-HT4, et le blocage
chronique des récepteurs 5-HT6 améliore les performances en ce qui concerne la mémoire
de type épisodique. Les modulations du systeme sérotoninergique jouent un réle bénéfique
sur les troubles mnésiques liés a I'dge ou a certaines pathologies neurodégénératives
(maladie d’Alzheimer). Il est donc nécessaire de poursuivre les études sur des agents
pharmacologiques a la fois capables d’activer les récepteurs 5-HT4 et bloquer les récepteurs
5-HT6. Des recherches sont donc effectuées sur la conception de médicaments de type

MTDL.

Aujourd’hui, des essais cliniques sont effectués sur les agonistes 5-HT4 dans le

traitement des troubles cognitifs liés a la maladie d’Alzheimer, et dans le traitement des

188

troubles gastro-intestinaux ~°". De la méme maniere, des antagonistes 5-HT6 sont en essais

cliniques dans le traitement des troubles cognitifs liés a la maladie d’Alzheimer, la

189

schizophrénie, ainsi que dans les traitement de |'obésité ou de I'anxiété ~=°. D’autres cibles

thérapeutiques sont en cours de recherches et d’études cliniques dans I'espoir de traiter la

. _ ,
maladie d’Alzheimer >889293,

Le concept de MTDLs est ici mis en avant afin de permettre une meilleure observance du
traitement, une diminution des effets indésirables, de la toxicité et des interactions

médicamenteuses.
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L'objectif de ce travail a été de développer et de concevoir de nouveaux candidats
médicaments MTDLs a la fois agoniste 5-HT4 et 5-HT6 par des techniques de modélisation

moléculaire.

Dans un premier temps un pharmacophore a été construit a partir d'antagonistes 5-
HT6 issus de la littérature ; ce qui nous a permis de comprendre les requis structuraux
nécessaires a cette activité. L’alignement de ligands développés au laboratoire du CERMN
sur ce pharmacophore nous a amené a proposer un certain nombre de

pharmacomodulations.

Dans un second temps, le docking d’antagonistes 5-HT6 tirés d'une sélection de
ligands synthétisés a été effectué, ainsi que des hypotheses de structures résultant de cette

étude.

L'ensemble de ce travail ouvre des perspectives d’études intéressantes et
prometteuses dans le domaine du traitement des altérations de la mémoire liées au

vieillissement et aux démences de type Alzheimer.
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Annexe 2. Structure des clusters AHPR.
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Annexe 3. Structure des acides aminés
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RESUME en francais

La maladie d’Alzheimer atteint un nombre important d’individus dans le monde, et constitue actuellement la
plus répandue des démences séniles.

Il n’existe que peu de médicaments permettant de lutter contre cette maladie. Cependant, les récepteurs
sérotoninergiques représentent des cibles thérapeutiques potentielles contre des troubles de la mémoire associés
au vieillissement et a certaines pathologies neurodégénératives.

Des études ont démontré le role important des récepteurs sérotoninergiques 5-HT¢ et 5-HT,4 dans la modulation
des processus mnésiques.

Les travaux du CERMN, par la synthése du Donécopride, ont participé a la démonstration de I’implication des
récepteurs 5-HT, dans les troubles mnésiques. Les recherches retranscrites dans la littérature ont dévoilé que le
blocage sélectif du récepteur 5-HT¢ contrebalancait les déficits cognitifs liés au vieillissement.

Ce travail a pour objectif la conception et le développement de MTDLs (Multi Target Directed Ligands) a la fois
antagoniste 5-HTg et agoniste 5-HT,.

Dans un premier temps un pharmacophore a été construit a partir d'antagonistes 5-HT issus de la littérature ; ce
qui nous a permis de comprendre les requis structuraux nécessaires a cette activité. L’alignement de ligands
développés au laboratoire du CERMN sur ce pharmacophore nous a amené a proposer un certain nombre de
pharmacomodulations.

Dans un dernier temps, le docking d’antagonistes 5-HTy tirés d'une sélection de ligands synthétisés a été
effectué, ainsi que des hypothéses de structures résultant de cette étude.

L’ensemble de ce travail ouvre des perspectives d’études intéressantes et prometteuses dans le domaine du
traitement des altérations de la mémoire liées au vieillissement et aux démences de type Alzheimer.

TITRE en anglais: Involvement of serotoninergic 5-HT, and 5-HT¢ receptors in the treatment of Alzheimer’s
disease.

RESUME en anglais

Alzheimer's disease affects a significant number of individuals in the world and is currently the most widespread
of senile dementia.

There are only a few drugs to fight against this disease. However, serotonin receptors are potential therapeutic
targets against the memory problems associated with aging and neurodegenerative diseases.

Studies have shown the important role of serotonin 5-HTs and 5-HT, receptors in the memory processes
modulation.

The CERMN work by Donecopride synthesis, participated in the demonstration of the involvement of 5-HT,
receptors in memory disorders. The transcribed literature searches revealed that selective blockade of 5-HTg
receptor counterbalanced cognitive deficits associated with aging.

This work aims to design and development of MTDL (multi target ligand directed) both 5-HT¢ antagonist and 5-
HT, agonist.

We first built the pharmacophore of the 5-HT¢ ligands by molecular modelling, allowing us to understand the
structural requisites for antagonist activity. The alignment of ligands developed CERMN on the pharmacophore
has led us to propose a number of pharmacomodulations.

Finally, we performed the docking of the 5-HT antagonists from a selection of ligands synthesized, as well as
assumptions structures resulting from this course.

All of this work opens up prospects for interesting and promising studies in memory alterations processing area
related to aging and Alzheimer-type dementia.

MOTS CLES: Maladie d’Alzheimer, mémoire, récepteurs sérotoninergiques, MTDL, pharmacophore,
modélisation moléculaire, docking
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