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I. RAPPEL : ANATOMIE DU SYSTEME NERVEUX ET PHYSIOLOGIE

A. GENERALITES

Le systéme nerveux est divisé en deux grandes zones : le systeme nerveux central (SNC) et le
systeme nerveux périphérique (SNP). Dans le SNC, sont situés I’encéphale (ou cerveau) et la
moelle épiniere. Dans le SNP, sont retrouvés les ganglions nerveux ainsi que les nerfs. Il y a 2
types de nerfs : les nerfs craniens (12 paires) et les nerfs rachidiens (31 paires). Deux voies
constituent le SNP, la premiere est la voie sensitive (ou afférente) qui permet de véhiculer des
informations externes originaires des récepteurs périphériques de la sensibilité ou de la douleur.
La deuxieme est la voie motrice (ou efférente) qui permet de transmettre les informations

motrices du SNC jusqu’en périphérie'.

B. LES CELLULES DU SYSTEME NERVEUX

Le systéme nerveux est composé de deux principaux types cellulaires que sont les neurones et

les cellules gliales.

10% des cellules du systeme nerveux sont des cellules neuronales, cellules indispensables du
systeme nerveux. Les neurones sont des cellules excitables et constituent 1’unité fonctionnelle
du systéme nerveux sous forme de réseau. Ils sont composés d’un corps cellulaire (soma ou
péricaryon) qui contient les mémes organites qu’une autre cellule et des neurofibrilles, ayant
pour role la communication intracellulaire. En effet, les neurones sont attribués a des réseaux
qui sont capables de recevoir ou transmettre un signal et ainsi de coordonner une fonction
complexe. Les neurones comportent un corps cellulaire permettant la synthése d’une majorité
des constituants nécessaires a la structure et aux fonctions de la cellule neuronale. Du corps
cellulaire, prennent naissance des fibres nerveuses (dendrites et axones). Les dendrites sont des
prolongements fins du corps cellulaire qui regoivent le signal nerveux émis par d’autres
neurones. L’axone est un prolongement unique qui a pour origine le cone d’implantation (ou

cone d’émergence) (cf schéma?).

13



Dendntes

La communication entre deux neurones passe par des

Corps Celllaire

zones de contacts spécifiques dites « synapses ». C’est
dans la synapse que les neurones liberent des
neurotransmetteurs suite a 1’émission d’un signal

électrique ayant circulé le long de ’axone. Ce signal

Terminaison

électrique est connu sous le terme de potentiel d’action. NEURONE peen
Figure 1. Schéma d'un neurone

y2

Pour augmenter la vitesse de transmission de 1’influx

Oligodendrocyte

nerveux, les axones sont recouverts de gaine de myéline et

Noyaux

présentent par intermittence de 1 ou 2 mm des nceuds de

Noeud de Ranvier
Gaine de myéline

Ranvier, qui sont amyéliniques. Selon la localisation de la
gaine de myéline dans le SN, différentes cellules forment
celle-ci : des oligodendrocytes (cf schéma?) pour le SNC et

des cellules de Schwann pour le SNP! 4.

Figure 2. Oligodendrocytes (gaine de myéline du SNC)

90% des cellules du systeme nerveux sont des
Y Systéme nerveux central s’p’?&?ﬁé’h‘{"u?”‘
cellules gliales. Contrairement aux neurones, oy T ooy
les cellules gliales ont la capacit¢ de se \ :
\ 7
reproduire par mitose, voire proliférer et ’;%_:
Ly >
devenir cancéreuses (glioblastome). Elles ne ) /{/
sont cependant pas excitables mais elles e AT
présentent plusieurs roles physiologiques, au <
. . ) Q
sein d’un réseau actif de neurones, notamment %
un role de support trophique et métabolique ( '\"13‘
pour les neurones. Elles permettent également | Figure 3. Cellules gliales (névroglie)®

la survie et différenciation neuronale, la croissance des neurites et la synaptogenese.
Les cellules gliales, dans le SNC, sont subdivisé€es en 4 différents types cellulaires ayant des

fonctions différentes : oligodendrocytes, microglie, cellules épendymaires et astrocytes’.
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Dans le SNP, les cellules gliales sont subdivisées en 3 différents types cellulaires : les cellules

de Schwann qui participent a la myélinisation des axones du SNP, les cellules satellite gliales

et les cellules gliales entériques.

SNC

Astrocytes

Les astrocytes sont les cellules gliales les cellules les plus
majoritaires dans le SNC et ont un rdle de support vis-a-
vis des neurones. Ils présentent de nombreux roles
indispensables aux neurones : support trophique et
métabolique des neurones, survie et différenciation des
neurones, croissance des neurites (axones et dendrites),
participation aux fonctions synaptiques (homéostasie,
concentrations

régulation  des ioniques et en

neurotransmetteurs).

Oligodendrocytes

Les oligodendrocytes produisent la myéline pour les

axones du SNC.

Cellules

épendymaires

Les cellules épendymaires sont retrouvées dans la moelle
épiniere et dans le systeme ventriculaire. Elles produisent
le liquide céphalorachidien qui a comme rdle, de protéger

I’encéphale et la moelle épiniere.

Cellules

microgliales

Les cellules microgliales (constituant 20% des cellules
gliales du SNC) participent a la protection des neurones
grace a leur propriété de phagocytose. Elles phagocytent
les neurones endommagés et participent au maintien de

I’homéostasie du SNC avec les astrocytes.

SNP

Cellules de

Schwann

Les cellules de Schwann produisent la myéline pour les

axones du SNP.

Cellules satellites

gliales

Les cellules satellites gliales sont situées au niveau des
neurones des ganglions sensoriels, sympathiques et

parasympathiques (systéme nerveux autonome).

Cellules gliales

entériques

Les cellules gliales entériques sont situées dans les

ganglions intrinseques du systeme digestif.

Table 1. Tableau récapitulatif des cellules du systeme nerveux’ ¢7 8
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Les cellules gliales ont un role de support pour les neurones mais constituent aussi un réseau

avec les neurones qui participe activement aux fonctions du systéme nerveux®.

Les neurones communiquent entre eux grace a des influx nerveux, qui sont des potentiels
électriques. Ces potentiels d’action se déplacent sur 1’axone, apres stimulation du neurone. La
transmission du potentiel s’effectue dans le sens dendrites-axones. Les ramifications
dendritiques constituent le pole récepteur du neurone, 1’axone représente le pole émetteur du

neurone.

- Potentiel de repos
Sur la membrane des neurones se trouvent des canaux ioniques qui assurent les flux d’ions
positifs ou négatifs entre 1’espace intracellulaire et 1’espace extracellulaire. L’espace
intracellulaire est généralement plus négatif que 1’espace extracellulaire. Le potentiel de
membrane neuronal est de I’ordre de -70 mV. Ce potentiel est variable selon les influx nerveux
qui circulent sur les axones. Ces influx nerveux peuvent étre d‘ordre excitateurs ou inhibiteurs
(selon le type de neurotransmetteurs qui sont libérés), permettant ainsi de générer ou d’inhiber

un potentiel d’action (PA)°.

- Potentiel d’action (PA)
Le PA est défini par une variation transitoire du potentiel membranaire qui survient apres le
passage d’un influx nerveux sur I’axone, et dont I’intensité ne diminue pas avec la distance. La
génération d’un PA débute lorsque la stimulation du neurone est suffisante, c’est-a-dire, lorsque
la somme des influx positifs et négatifs amene le potentiel membranaire a -50 mV, c’est le
potentiel seuil. Si par exemple, le potentiel membranaire passe de -70 mV a -60 mV, il n’y aura

pas génération d’un PA selon la loi du tout ou rien, auquel le PA est soumis.
Le PA s’effectue en plusieurs étapes. Une fois le potentiel seuil franchi, la dépolarisation

continue grace a I’ouverture des canaux sodiques Na+ laissant entrer les ions Na+ dans le

neurone post-synaptique, ce qui réduit le potentiel membranaire. La dépolarisation se poursuit

16



jusqu’a +40 mV. A ce stade, les canaux sodiques Na+ se referment, alors que les canaux
potassiques K+ s’ouvrent. L hyperpolarisation commence avec une sortie d’ions K+ dans la
fente synaptique, entrainant a une augmentation de la différence de potentiel membranaire
(supérieure a la différence de potentiel de repos). Les pompes Na+/K+ interviennent afin de
rééquilibrer les concentrations ioniques a celles présentes au potentiel de repos (sortie des ions

Na+ dans la fente synaptique et rentrée d’ions K+ dans le neurone)'°.

Apres un premier PA, le neurone ne peut pas ré-initier un second PA de facon immédiate. En
effet, il existe une période réfractaire durant laquelle I’axone ne peut plus propager de potentiel
d’action. Selon le premier potentiel d’action, il y a deux types de périodes réfractaires
possibles :

- Période réfractaire « absolue » ou aucune stimulation nouvelle n’est possible.

- Période réfractaire «relative » qui succede la période réfractaire absolue jusqu’a
’établissement du potentiel de repos. Dans cette période, une stimulation nouvelle est
possible, a condition que I’amplitude du stimuli soit suffisante pour amener le potentiel
membranaire au potentiel seuil'”.

Le potentiel d’action est un élément indispensable dans la communication entre les neurones.

Fermeture Potentiel d'action @
des canaux -
+30 | anNer
S Ouverture §
E //“ des canaux a K- g
e £
g O =
2 ‘«@ 3
£ 2
e Ouverture Ve Pra 3
5 des canaux { [
k= ~ Py =
8 (— Seuil d'excitation 9
a
R s | P A S8 :
70 o/ @ — &
K

Temps (ms)

Figure 4. PA neuronal’

Comme mentionné dans la définition des neurones, ceux-ci communiquent entre eux par le biais

d’une synapse, qui correspond a un point de connexion fonctionnel entre deux neurones : un
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neurone présynaptique ou 1’influx nerveux aboutit et un neurone postsynaptique qui regoit

I’information du neurone présynaptique.

Il existe deux types de synapses :

- Synapses électriques : elles sont retrouvées dans de nombreux tissus de 1’organisme et

correspondent a des jonctions de type GAP (ou nexus)

- Synapses chimiques : elles ne sont retrouvées que dans les tissus nerveux et peuvent

étre classées selon la nature des cellules impliquées.

e Synapses neuro-neuronale, soit la jonction entre deux neurones ;

e Synapses neuro-effectrices, soit la jonction entre un neurone qui est moteur et une

cellule effectrice ;

e Synapses sensori-neuronales, soit la jonction entre des cellules sensorielles et des

neurones.

Synapse excitatrice
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: GABA
Figure 5. Schéma d'une synapse excitatrice (gauche) et d'une synapse
inhibitrice (droite)

Dans le cas des synapses chimiques, la neurotransmission s’effectue par la libération de

vésicules synaptiques par le neurone présynaptique, dans la fente synaptique. Les

neurotransmetteurs, contenus dans les vésicules synaptiques sont synthétisés par différentes

enzymes dans le bouton synaptique. Cette synthese requiert une énergie importante et par

conséquent, un nombre important de mitochondries. Afin d’éviter leur dégradation, il est

nécessaire de stocker ces neuromédiateurs dans les vésicules synaptiques.

Apres I’étape de libération des neuromédiateurs, vient I’étape de fixation de ces derniers sur les

récepteurs de la membrane du neurone post-synaptique. Il peut y avoir deux types de récepteurs

post-synaptiques :
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- lonotropiques : les récepteurs sont des canaux ioniques, le neurotransmetteur qui a été
émis exerce une action directe sur ces canaux.
- Métabotropiques : les récepteurs de ce type exercent une action indirecte sur les canaux

ioniques (par le biais d’un second messager).

Enfin, une fois les neuromédiateurs fixés sur leur récepteur, ils doivent étre éliminés de la fente
synaptique, soit par I’acétylcholinestérase qui va dégrader 1’acétylcholine, soit par réabsorption
des neuromédiateurs ou soit par diffusion hors de la fente synaptique!'.

A propos des neurotransmetteurs, selon leur nature et leurs récepteurs cibles, le courant généré
peut étre d’ordre excitateur, connu sous le terme de Potentiel Post-Synaptique Excitateur

(PPSE) ou bien d’ordre inhibiteur, soit Potentiel Post-Synaptique Inhibiteur (PPSI).
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Figure 6. Schéma présentant la génération de PPSE et PPSI

Chaque neurone regoit des PPSE et des PPSI, dont la sommation spatio-temporelle conduit a la
génération ou pas d’un PA par le neurone post-synaptique!'®. Par exemple, si les PPSE sont plus
importants que les PPSI, le neurone post-synaptique se dépolarise au-dessus du seuil qui

conduira a un influx nerveux.

Dans ce tableau, sont cités les principaux neurotransmetteurs du SNC qui peuvent étre

impliqués dans le risque épileptoide et dans la pathologie épileptique :

Acides aminés Glutamate Le glutamate est le principal neurotransmetteur
excitateur du SNC. Il exerce ses fonctions a travers des
récepteurs  ionotropiques :  N-methyl-D-aspartate
(NMDA), Kainate et o-amino-3-hydroxyl-5-methyl-
4-isoxazole-propionate (AMPA).
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GABA

L’ acide y-aminobutyrique (GABA) est le principal
neurotransmetteur inhibiteur du SNC. Il exerce une
action directe en se fixant sur les récepteurs GABA-A
ou une action indirecte en se fixant sur les récepteurs

GABA-B.

Amines

Noradrénaline

La noradrénaline est une amine excitatrice ou
inhibitrice selon sa liaison a un récepteur. Elle se lie

sur les récepteurs adrénergiques.

Dopamine

La dopamine est une amine excitatrice ou inhibitrice
selon sa fixation a un récepteur. Elle se lie sur les

récepteurs dopaminergiques.

Sérotonine

La sérotonine est un neurotransmetteur excitateur

principalement.

Neurotransmetteur

Acétylcholine

L’acétylcholine a une action excitatrice lorsqu’elle se
lie aux récepteurs nicotiniques et a une action
excitatrice ou inhibitrice selon le récepteur

muscarinique auquel elle se lie.

Peptides

Adénosine

L’adénosine est impliquée dans plusieurs pathologies
(ischémie, pathologies neurodégénératives comme

I’ Alzheimer, Parkinson et 1’épilepsie).

Table 2. Les principaux neurotransmetteurs du systéme nerveux!’ !

Définition

Une crise est définie par une décharge anormale, excessive, hypersynchrone et transitoire d une

population neuronale. Généralement, la durée des crises est breve mais peut €tre prolongée et

continue comme dans le cas du status epilepticus. Il est a noter que les crises ne se manifestent

pas toujours au niveau clinique ; par exemple, au niveau périphérique, des contractions

musculaires sont le plus souvent retrouvées (convulsions).
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Il n’y aura pas eu de symptomatologie, mais les crises pourront €tre caractérisées sur un électro-
encéphalogramme (EEG) ou bien a travers 1’activité calcique; il s’agit des « crises épileptoides

». Afin de mieux définir ces crises, nous allons voir la définition de 1’épilepsie.

L’épilepsie (& crises épileptoides) est définie comme un désordre neuronal qui est due a une
prédisposition a générer des crises prenant en compte les conséquences neurobiologiques,
cognitives, psychologiques et sociales qui suivent les crises. Ainsi, si les crises épileptoides
surviennent plus d’une fois, elles peuvent mettre 1’accent sur la mise en place d’un processus
épileptique'? 13. Dans le cadre de ma these, nous nous intéresserons uniquement au risque de
crises épileptoides, un effet neurotoxique majeur parmi les effets indésirables rencontrés dans

le SNC.

Conséquences en clinique des crises épileptoides

Les crises induites par la prise de médicaments représentent 1,7-14% des crises aigués
symptomatiques reportées en 2014. Les complications qui en découlent sont variées selon la
région du cerveau concernée : troubles visuels, picotements, changements d’humeur, status
epilepticus, mort neuronale. Il est donc important de prévenir le risque d’apparition de crises,

induit par la prise de médicaments, avant de développer une symptomatologie menagante'.

Les crises se réferent a une activité €lectrique neuronale qui est rythmique, synchrone et

anormale pouvant €tre accompagnées par des changements de comportements (convulsions)'>.

Une facon d’expliquer la survenue de crises €pileptoides est le déséquilibre dans la balance
excitation et inhibition'2. Les crises résultent d’une réponse inhibitrice inadéquate (GABA) ou
d’une stimulation excitatrice excessive (influencée par le glutamate) bien que d’autres
neurotransmetteurs jouent un rdle, le tout menant a un désordre électrique et altérations de
synchronisation. Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur prédominant dans le cerveau

et le GABA est le neurotransmetteur inhibiteur du systeme nerveux.

Lorsqu’il y a des crises, il y a une élévation des concentrations extracellulaires en glutamate qui
peut favoriser 1’état d’excitotoxité!®. L’excitation commence lorsque les PAs, médiés par les
canaux voltage-dépendants sodiques et potassiques envahissent le neurone pré-synaptiques,

ainsi les canaux voltage-dépendants calciques sont activés. Le calcium entre dans le neurone
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pré-synaptique, via les canaux voltage-dépendants calciques, et stimule la libération de
glutamate, contenue dans les vésicules synaptiques. Le glutamate diffuse ensuite dans la fente
synaptique pour activer les récepteurs AMPA, qui vont générer le PPSE, allant jusqu’au second

messager qui est le calcium. C’est ce calcium qui est observé lors des oscillations calciques.
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Figure 6. Synapse glutamatergique etvses 3 récepteurs (KAINATE, AMPA-R, NMDA-R)
Il existe 3 grands types de récepteurs au glutamate : NMDA, AMPA et Kainate. Ces 3
récepteurs sont essentiellement situés sur la membrane post-synaptique du neurone comme
illustrés ci-dessus. Ce sont des récepteurs ionotropiques qui répondent par une excitation post-
synaptique, suite a la liaison du glutamate sur son site de liaison, et, qui ont tous trois, des roles
différents, mais nous nous intéresserons plus au récepteur NMDA. Ce récepteur possede

quelques particularités : I’ouverture du canal requiert la présence d’un co-agoniste (la glycine)

et une exposition faible aux ions magnésiums Mg2+.
NMDA-R Sites de liaison du glutamate et de la Dépolarisation et
glycine aux sous-unités NR1, NR2 activation du NMDA-R

Na+

Glutamate, Glycine
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Figure 7. Activité du récepteur NMDA"
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2+

En effet, les ions Mg~ " peuvent bloquer le canal calcique a 1’état d’hyperpolarisation (soit au

potentiel de repos). Le récepteur NMDA permet le passage de cations seulement lorsque le

M g2+

est enlevé de son site de liaison. Pour cela, il faut une dépolarisation suffisamment
importante du neurone post-synaptique afin de libérer le récepteur NMDA du magnésium!8. La
dépolarisation du neurone post-synaptique suite a 1’activation soutenue des récepteurs AMPA
va permettre le retrait du magnésium et I’entrée de calcium dans la cellule. Ce récepteur s’active
donc apres le récepteur AMPA. Le calcium joue un rdle essentiel dans 1’activité neuronale, en

effet, il influence de nombreux processus cellulaires tels que la croissance, la différenciation et

I’activité synaptique. Cependant, un afflux excessif d’ions Ca%™ dd 2 une concentration
extracellulaire de glutamate trop importante peut déréguler les processus cellulaires et amener

a I’apparition de crises qui va favoriser 1’état d’excitotoxicité!.

II. LA NEUROTOXICITE, ASPECT CLINIQUE ET IMPACT SUR LA SANTE
HUMAINE

Lors du développement pharmaceutique, I’évaluation de la sécurité non clinique des candidats
médicaments est évaluée au moment des études de toxicologie et de pharmacologie de sécurité.
La toxicologie se concentre plus particulierement sur les effets 1ésionnels, soit sur la structure
de 'organe suite aux effets d’une molécule. Cette discipline permet d’évaluer les doses
maximums tolérables, les organes cibles du candidat médicament, les fonctions physiologiques
altérées, la relation entre la dose et I’effet, la dose sans effets indésirables observables (No
observable adverse effect level NOAEL) mais aussi la réversibilité des effets.

Concernant la pharmacologie de sécurité, elle se concentre sur la recherche d’activités
indésirables d’ordre fonctionnel des médicaments, soit sur la fonction d’un organe suite aux
effets indésirables d’une molécule. Des les années 2000, la pharmacologie de sécurité est
devenue une discipline complémentaire a la toxicologie grace a la publication des lignes
directrices ICH S7A (en 2001) et ICH S7B (en 2005), qui détaillent les études de pharmacologie
de sécurité concernant le développement de médicaments appliqués a ’Homme. Les études de
pharmacologie de sécurité dans les systemes respiratoires, nerveux et cardiovasculaires sont
depuis intégrées aux études de toxicologie ; elles permettent d’apporter plus de sensibilité (en
augmentant la puissance statistique) aux études de toxicologie qui requiert un nombre important

d’animaux, de réduire le nombre d’animaux nécessaires dans les études de toxicologie générale
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et potentiellement le coiit (si par exemple, les études de toxicologie incluent le test Functional
Observational Battery (FOB) et I’évaluation du systéme respiratoire).

Les études de sécurité précliniques sont aussi abordées dans la ligne directrice ICH M3 (R2),
qui mentionne la conduite d’études de sécurité non cliniques pour déboucher sur les essais
cliniques chez I’ Homme et obtenir 1’autorisation de mise sur le marché (AMM), conformément
aux principes des 3R (réduire, raffiner et remplacer). Le texte ICH M3 a été révisée en 2009 et
est devenue I'ICH M3 (R2). Cette ligne directrice permet de déterminer, entre autres, la
premiere dose a administrer chez I’Homme au cours de la phase clinique I.

Assurer la sécurité des médicaments est primordiale au cours de leur développement, mais aussi
apres la mise sur le marché ou des effets indésirables peuvent apparaitre du fait de la population
différente de celle testée au cours des études cliniques ou encore de la polymédication de
certains patients. L’identification de problemes concernant la sécurité au cours du
développement peuvent causer des retards dans la mise sur le marché du candidat-médicament
engendrant des surcolits mais surtout, peuvent causer des échecs. La sécurité est une cause
majeure d’attrition a un stade avancé du développement. Sur le SNC, le taux d’attrition di a la
neurotoxicité est relativement faible en préclinique mais s’accéleére des la rentrée en phase I du
développement clinique?'.

Candidatedrugattrition Severeadverse events Delays, failures and adverse drugreactions

Preclinical Phase | Clinical Development Registration / Post-approval

= Cardiovascular System Nervous System Hepatic System Other Systems

Figure 8. Les effets indésirables par organe au cours du développement pharmaceutique?..

Une des explications concernant I’'implication de la neurotoxicité dans le taux d’attrition des
médicaments est la complexité du systeme nerveux. En effet, les cellules du systeme nerveux
possedent de nombreuses fonctions qui ne sont pas bien récapitulées sur les modeles in vitro,
de plus, la compréhension des processus biochimiques observés au cours des effets
neurotoxiques est limitée?'. De plus, le risque de crises épileptoides (ou seizures) constitue un
effet indésirable potentiellement grave mais surtout, figure parmi les effets indésirables les plus
courants du SNC selon une enquéte industrielle réalisée par la société de pharmacologie de

sécurité (SPS)? 23,
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L’évaluation de la toxicité dans le SNC au cours du développement pharmaceutique est une
étape vitale et obligatoire dans les études de pharmacologie de sécurité. En effet, les études de
pharmacologie de sécurité sont inscrites dans un cadre réglementaire, les industriels de santé
sont obligés de réaliser ces études. Cependant, pour l’évaluation du risque de crises
épileptoides, il n’y a pas a ce jour de guidelines officielles concernant les tests a utiliser??. De
les études de pharmacologie de sécurité sur le SNC sont conduites relativement tardivement

dans le développement d’un médicament®*.

Pour des raisons d’éthique et de sécurité, ces effets indésirables doivent étre détectés le plus tot
possible, en particulier avant I’arrivée en phase clinique. Comme nous venons de le voir, cette
détection passe par la réalisation des études de pharmacologie de sécurité qui sont décrites dans
les lignes directrices ICH S7A,ICH S7B et ICH M3 (R2), notamment par la réalisation d’études
in vivo réglementaires (pour 1’évaluation de la sécurité dans le SNC, le test réglementaire est le
test d’Irwin qui se fait sur des animaux)®. Nous verrons que des études in vitro existent afin de
compléter et orienter les études in vivo, mais ne peuvent en aucun cas se substituer aux tests in

Vivo.

III. PHARMACOLOGIE DE SECURITE : EVALUATION PRECLINIQUE DU
CANDIDAT MEDICAMENT

A. INTRODUCTION ET DEFINITION :

Les premieres notions concernant la pharmacologie de sécurité sont apparues dans les ICH M3
« Timing of Non- Clinical Safety Studies for the Conduct of Human Clinical Trials for
Pharmaceuticals » et S6 « Preclinical Safety Evaluation of Biotechnology-Derived
Pharmaceuticals » pour appuyer ['utilisation thérapeutique des candidats médicaments chez
I’Homme. Les détails tels la définition et objectifs de la pharmacologie de sécurité ont été

laissés en suspens.

La pharmacologie de sécurité apparait par la suite comme un élément reglementaire essentiel
dans le développement préclinique des médicaments. Elle est obligatoire pour étudier les
potentiels effets indésirables sur les fonctions vitales de 1’organisme que sont le systeme
cardiovasculaire, le systéme nerveux et le systeme respiratoire. Cette batterie de tests a réaliser

est appelée « Core battery » dans la ligne directrice ICH S7A.
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La pharmacologie de sécurité prend en compte les effets observés au cours des études de :
e Pharmacologie primaire (qui étudie le mécanisme d’action principal des substances
pharmacologiques)
e Pharmacologie secondaire (qui étudie les mécanismes d’action secondaires des
substances pharmacologiques)
En effet, les effets indésirables observés au cours des études de pharmacologie de sécurité sont

souvent dus a I’interaction entre un ligand et un récepteur.

Objectifs des études de pharmacologie de sécurité :

La pharmacologie de sécurité a pour principal but de détecter de maniere précoce, les effets
indésirables potentiels afin d’assurer la sécurité des patients. Ces études permettent ainsi :
- D’identifier les effets indésirables pharmacodynamiques d’une substance, pouvant étre
relevant chez I’Homme ;
- D’évaluer les effets indésirables pharmacodynamiques et/ou physiopathologiques
d’une substance survenant lors des études de toxicologie et/ou aux études cliniques ;
- D’investiguer les mécanismes des effets indésirables d’ordre pharmacodynamique

ayant été observés et/ou suspectés.

La détection précoce des effets indésirables nécessite de réaliser des études précliniques décrites
en grande majorité dans les lignes directrices ICH S7A, ICH S7B et ICH M3(R2) en tant
qu’études in vivo obligatoires. Des études in vitro peuvent aussi étre conduites afin de compléter

et orienter les études in vivo, mais elles ne peuvent en aucun cas les remplacer.

B. RECOMMANDATIONS CONCERNANT LES ETUDES DE PHARMACOLOGIE
DE SECURITE :

Les études pharmacologie de sécurité doivent €tre congues et élaborées en considérant plusieurs
facteurs. D’une part, les effets indésirables propres a la classe thérapeutique de la substance
selon son mécanisme d’action et d’autre part, les effets indésirables indépendants du mécanisme
d’action. De plus, les données obtenues lors des études de liaison et des études enzymatiques

peuvent suggérer des effets indésirables potentiels.
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Le choix du modele animal ou des autres tests doit €tre pertinent et doit permettre d’obtenir une
information scientifiquement valide. Plusieurs criteres de sélection sont pris en compte : le
profil de pharmacocinétique, I’espece, le sexe, I’age de I’animal, la sensibilité et reproductibilité
et le recul des données du systeme utilisé pour I’expérimentation. Lorsque des données existent
chez I’'Homme, comme les données concernant le métabolisme in vitro, celles-ci doivent étre
incluses dans les critéres de sélection d’un modele. Lors de la rédaction du dossier d’AMM, il
est indispensable de justifier le choix de I’espece animale ou du systeme utilisé lors des études

de pharmacologie de sécurité.

En regle générale, la voie d’administration utilisée sur les animaux doit étre la méme que celle
prévue au moment des essais cliniques. Les études de pharmacologie de sécurité permettent de

définir la relation concentration-effet ou dose-effet d’un effet indésirable qui a été observé.

Concernant le choix des doses a tester, les doses ou des effets indésirables sont observés
devraient étre comparées aux doses ou un effet pharmacodynamique est observé chez 1’espece
testé ou bien, a I’effet thérapeutique voulu chez I’Homme. Il est reconnu qu’il existe des

différences de sensibilité au niveau pharmacodynamique selon 1’espece.

Les doses doivent ainsi comprendre les doses thérapeutiques ainsi que les doses supra-
thérapeutiques. S’il n’y a pas d’effets indésirables observés dans les études de pharmacologie
de sécurité, la plus forte dose devrait étre une dose qui produise un effet indésirable modéré

observé au cours d’une autre étude de la molécule testée.

Les études in vitro sont congues afin d’établir un profil effet-concentration. Les concentrations
testées doivent étre choisies afin d’augmenter le seuil de détection d’un effet sur le systeme.
Lors des études de pharmacologie de sécurité, la substance est généralement administrée en

dose unique.
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L’ICH S7A définit les études de pharmacologie de sécurité ou il s’agit de rechercher les effets
pharmacodynamiques de la molécule testée sur les fonctions vitales de 1’organisme. Les
fonctions vitales considérés dans la « core battery » sont les systtmes cardiovasculaire et

respiratoire et le SNC.

Les parametres auxquels la guideline ICH S7A demandent de I’intérét d’€tre évalués au niveau
du SNC sont I’activité motrice, les changements de comportements, la coordination, les
réponses sensitives et motrices et la température corporelle. Par exemple, les tests d’observation
fonctionnelle (FOB) ou d’Irwin sont appropriés pour I’étude des effets indésirables dans le

SNC.

Les parametres auxquels la guideline ICH S7A demandent de 1’intérét d’€tre évalués au niveau
du systeme cardiovasculaire sont la pression artérielle, la fréquence cardiaque et 1’activité
électrique au niveau du cceur. Des études in vivo, in vitro et/ou ex vivo incluant lune évaluation
hémodynamique doivent étre considérés pour I’étude des effets indésirables dans le systeme

cardiovasculaire.

Les parametres auxquels la guideline ICH S7TA demandent de I’intérét d’€tre évalués au niveau
du systeme respiratoire sont la fréquence respiratoire et d’autres mesures de la fonction
respiratoire (par exemple, le volume tidal ou le taux de saturation en oxygene). Une observation
clinique d’espeéces animales n’est pas recommandée pour évaluer la fonction respiratoire, celle-
ci doit étre évaluer grice a des tests adaptés (par exemple la pléthysmographie qui peut mesurer

les explorations fonctionnelles respiratoires)
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Figure 9. Core-battery décrite dans la guideline ICH S7TA

La pharmacologie de sécurité peut s’appliquer aux autres systeémes physiologiques (systeme
rénal, systeme gastro-intestinal etc...) si I’on considere une population de patients cibles (par
exemple la fonction rénale pour les patients atteints d’hypertension ou le systéme immunitaire
pour les patients immunodéprimés) ainsi que la premiere partie des études de

pharmacodépendance.

Les études de pharmacologie de sécurité doivent étre réalisées en conformité avec les Bonnes
Pratiques de Laboratoire (BPL) afin d’assurer la qualité ainsi que la fiabilité de ces études. Les
résultats obtenus au cours de ces études peuvent Etre utilisés dans les études de toxicologie, il

y a donc un intérét de conduire les études de pharmacologie de sécurité selon les BPL.

IV.  METHODES D’EVALUATION PRECLINIQUE DU RISQUE
NEUROBIOLOGIQUE DES CANDIDATS MEDICAMENTS

A. LES TESTS REGLEMENTAIRES : LES TESTS NEURO-COMPORTEMENTAUX

Les tests d’évaluation de la sécurité dans le SNC devraient étre capables de tester plusieurs
aspects sur un méme animal (comportement en général, activité locomotrice, coordination
motrice). Les tests décrits dans les lignes directrices ICH S7A sont le test d’Irwin et la batterie

d’observations fonctionnelles dit « test FOB » qui sont des tests neuro-comportementaux?.

29




Le test d’Irwin a été originellement décrit en 1968, en application pour les souris. Finalement,
en 1988, ce test a été€ adapté pour des rats par Esteve et Al.. La différence entre ces deux tests
est subtile. Le test FOB est considéré comme équivalent au test d’Irwin (par les guidelines ICH
S7A) mais a I’avantage de ne pas €tre restreint aux souris (applicabilité a d’autres animaux
comme les souris, chiens, cochons d’Inde ou primates non humains?) et constitue méme la base
des observations de troubles neurocomportementaux chez I’Homme. Ce test est obligatoire dans
I’évaluation de la sécurité des candidats médicaments mais n’est pas standardisé. Chaque
laboratoire définit les parametres qu’il étudie au cours de ce test. L’ICH S7A a pour exigences
d’observer les animaux de maniere systématique et de leur administrer des intervalles larges de

doses?®,

Le test d’Irwin et FOB peut étre couplé a la prise de température corporelle de 1’animal afin

d’observer si d’éventuelles hypothermies ou hyperthermies surviennent®’.

Le test d’Irwin est utilis€ pour évaluer de maniere qualitative, les effets des candidats
médicaments sur le comportement et la fonction physiologique, a partir de la dose ou un effet
est observé jusqu’a la dose ou une neurotoxicité est observée. Dans ce test, les modifications
comportementales, physiologiques et tout signe de neurotoxicité sont reportés, mais également
la température rectale et le diametre des pupilles. Ce test permet d’obtenir une estimation de la
durée d’action de I’effet indésirable du candidat médicament sur les différents parametres
évalués?.

Le test d’Irwin mais également le test FOB sont utilisés pour répondre a différentes questions,
comme par exemple, la recherche des doses thérapeutiques potentielles, les doses appropriées
pour les tests suivants. IIs permettent aussi de définir un index thérapeutique en comparaison
aux doses thérapeutiques trouvées. Concernant 1’évaluation de la neurotoxicité, le test FOB est
le plus utilisé et est réalisé selon les BPL (avec plus d’animaux dans les différents groupes
définis et avec, d’une part, des doses qui soient suffisamment faibles pour déterminer la dose
sans effet observable (No Observed Effect Level NOEL) et d’autre part, des doses qui soient
élevées afin de noter des changements neurocomportementaux)?’.

Le but est d’établir un profil neurologique global.
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Les résultats du test relevent d’une évaluation subjective des différents aspects
neurocomportementaux de 1’animal. Afin de garantir une reproductibilité, le test est réalisé de
maniere standardisée par différents expérimentateurs.

Les animaux recoivent le candidat-médicament, en administration unique et sont observés de
maniere simultanée en comparaison avec un groupe contréle qui recoit du véhicule?.
Concernant les doses testées, 4 doses différentes sont généralement testées. Dans les études de
pharmacologie de sécurité, les doses testées sont d’ordre thérapeutiques et supra-
thérapeutiques. L’observation des animaux se fait en plus dans différentes configurations :
observation dans la cage de 1’animal, la prise en main de I’animal et I’observation en champ

libre.

Parmi les points parcourus de maniere spécifique dans le test d’Irwin, il y a la sédation,
I’excitation, la démarche anormale, les sursauts, les incoordinations motrices, la perte de
tonicité musculaire, 1’akinésie, les signes de catalepsie (perte transitoire du mouvement
volontaire des muscles), la perte de 1’équilibre, 1’altération de la respiration, les signes
d’agressivité et bien d’autres symptomes encore qui sont listés dans le tableau ci-dessous?.

Durant le test, les différentes observations sont scorées selon le degré de sévérité, estimé par
I’expérimentateur. De plus, ces observations sont répétées afin d’obtenir une
cinétique (exemple a 1h, 2h, 4h, 6h, 24h apres traitement). Des symptomes comme les
convulsions, la démarche anormale, la démangeaison ou la piloérection sont demandés a étre

observés en continu apres I’administration, sur une fourchette de 15mn?®.
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Irwin/FOB Behavioral Profile

Date:

Investigator

| Species:

Strain:

Compound:

Doses:

Route:

I Dose Time

Vehicle:

Dose volume:

Severity/scoring key: sl = slight; md = moderate,

Weight:

Weight:

; mk = marked; ex = extreme:; or +/-

Weight:

Weight:

Weight:

Weight:

Time point:

Volume:

Volume:

Volume:

Volume:

Volume:

Volume:

Temp:

Temp:

Temp:

Temp:

Temp:

Temp:

Ctl

Undisturbed beh
Body position

1

L activity
Piloerection
Ptosis
Exopthalmos
Unusual behavior
Writhing

Tremors
Twitches

Ci Isi

Startle

Comments

With Handling:
Reactivity to touch
Abdominal tone

Limb tone
Aggressiveness to
handler

Pupil size
Visual placement
Grip gth

Tail suspension
Pinnae reflex
Lacrimation

Salivation

Check Sheet Page 2: Time Point:

Date:

Cont. With Handling
Diarrhea
Increased urination

ctl

I Aef,

In the Open Field
Ataxia

Foot splay while
walking

Straub tail

Increased locomotion
No exploration

Tail pinch

Body temp

Comments

Figure 10. Liste des parametres étudiés et scorés lors d'un test d'Irwin/ FOB?'.
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Les tests d’Irwin et de FOB permettent d’examiner de nombreux parametres (du comportement
aux fonctions motrices). Les modifications neurocomportementales associées aux « seizures »
sont remarquées par des comportements anormaux qui peuvent précéder les convulsions (chez
les rongeurs) comme des secousses de la téte, des démangeaisons, un toilettage extréme, des
contractions musculaires et une perte générale de la locomotion ainsi que de la capacité
exploratoire®.

Cependant, ces tests ne sont pas spécifiques dans la détection du risque de crises épileptoides,
les tests dits « multiscreening » ont une faible sensibilité dans la détection de ce risque'*.

Nous avons vu précédemment que les modifications neurocomportementales sont observées sur
différents temps qui sont fixés, il peut y avoir des signes de convulsions durant les périodes de
non-observations. Il est aussi difficile de détecter des « seizures » du comportement général de
I’animal et surtout, les résultats de ces tests sont évalués apres une seule administration du
candidat médicament. Les composés pro-convulsivants se manifestent souvent a doses
répétées ; en regle générale, les composés non convulsivants sont plus amenés a provoquer des

convulsions apres une administration chronique.

Ces tests permettent d’évaluer plusieurs domaines neuro-fonctionnels (excitabilité, activité,
systéme sensori-moteur, neuromusculaire, systéme nerveux autonome et les mouvements
anormaux). Meéme si ces tests sont axés principalement dans 1’évaluation
neurocomportementale, les effets des candidats médicaments peuvent aussi donner des
indications sur d’autres fonctions physiologiques (systeme respiratoire, motilité intestinale). En
ayant testé sur de petits groupes d’animaux et sur une courte durée (généralement, les études de
pharmacologie de sécurité sont conduites dans une fourchette de 24h), les tests d’Irwin ou de
FOB fournissent des données rapides de sécurité des candidats médicaments et surtout une
estimation des intervalles de doses thérapeutiques qui seront investiguées dans les études de
toxicologie®®. Cependant, ces tests comportent quelques limites ; les résultats obtenus sont
d’ordre qualitatifs et basés sur les modifications neurocomportementales qui sont scorées selon
I’évaluateur (subjectivité). De plus, I’effet du candidat-médicament sur le SNC des animaux est

évalué apres une seule administration et dans une fourchette de temps limitée.
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Ces tests sont des tests réglementaires et leur conduite est obligatoire dans 1’évaluation de la

sécurité du SNC. Cependant, des guidelines sur les aspects importants et expérimentations de

ces tests a effectuer manquent. Il n’y a pas d’harmonisation entre les différents laboratoires qui

conduisent les évaluations neurocomportementales selon leurs procédures; des études ont

d’ailleurs été menées sur la fiabilité et la reproductibilité intra et inter-laboratoire qui soulignent

I’aspect subjectif des différents évaluateurs?’.

B. LES DIFFERENTS TESTS D’EVALUATION DU RISQUE DE CRISES
EPILEPTOIDES

Tests in | Profil pharmacologique
vitro
Culture de neurones 2D et 3D
Electrophysiologie
Tests in | Tests neuro- | Test d’Irwin et FOB
Vivo comportementaux
Zébrafish
(décrits
précédemment)

Tests évaluant le | Zébrafish

potentiel ‘
_ Modeles pharmacologiques
convulsivant
Modeles stimulés par une stimulation électrique
EEG

Etudes précoces in vivo (Pharmacocinétique (PK))

Table 3. Les différents tests pour évaluer le risque de crises épileptoides et du potentiel

convulsivant
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Lors des crises, I’activité électrique est incontrolée dans le cerveau, cela se traduit par un
désordre électrique qui pourrait conduire a une manifestation clinique ou non. Méme si les
signes cliniques sont absents, le risque d’apparition de crises reste présent. Les crises peuvent
alors étre détectables, seulement, par des enregistrements sur I’EEG, car détecter une activité
neuronale anormale basée sur des observations du comportement est difficile. Pour faciliter
I’identification du risque d’apparition de crises lors des phases précoces du développement d’un
médicament, ’évaluation des perturbations de 1’activité neuronale en in vitro pourrait indiquer

ce risque neurobiologique.

i.  Généralités

La recherche du profil pharmacologique des composés a haut débit permet d’évaluer leurs
cibles dans le SNC, afin d’identifier les activités secondaires du composé dites « off-target »
qui peuvent empécher le développement des candidats médicaments. Ce profil
pharmacologique est conduit dans les études précoces du développement préclinique. Ceci
s’inscrit dans les études de pharmacologie comprenant la pharmacologie primaire et la
pharmacologie secondaire qui étudient le mécanisme d’action principal des candidats
médicaments et leurs mécanismes d’action secondaires respectivement. Ces mécanismes
d’action secondaires peuvent amener a des effets indésirables.

Pour rappel, les études de pharmacologie de sécurité consistent a I’évaluation des potentiels
effets indésirables, d’ordre pharmacodynamique, d’un candidat médicament sur les fonctions
physiologiques de 1’organisme aux doses thérapeutiques et aux doses supra-thérapeutiques.
Les interactions off-target sont souvent responsables des effets indésirables qui apparaissent

lors des études précliniques animales ou lors des études cliniques.
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Drug (or metabolite)

/ wrge[..

Secondary effects
Beneficial, deleterious or neutral

| Safety Pharmacology |

Figure 11. Apercu de la pharmacologie de sécurité*

ii. But et applications

L’établissement du profil pharmacologique implique de cribler des composés a haut débit
contre un panel de cibles potentielles qui sont différentes de la cible thérapeutique, permettant
ainsi d’identifier les interactions moléculaires qui peuvent causer les effets indésirables. Ceci
aiderait a réduire le taux d’attrition dans le développement pharmaceutique et cela, en favorisant
ce type d’étude dans les phases précoces du développement. En effet, il a été estimé qu’environ
75% des effets indésirables des médicaments sont dose-dépendantes et qu’ils pouvaient étre
prédits lors des études de profil pharmacologique (effets indésirables li€és a 1’activité
pharmacologique, soit de type A)!.

Le but d’établir le profil pharmacologique des candidats médicaments est de se concentrer sur
la sécurité de ces derniers a un stade précoce du développement, réduisant in fine le taux
d’attrition des futurs médicaments. L’étude précoce de la sécurité au cours du développement
peut aider dans la décision des candidats médicaments, en particulier lors des phases de
découverte de molécules, et réduire les problemes de sécurité rencontrés dans les phases

cliniques®'.

iii. Principe
Dans le passé, ces études étaient réalisées pour les candidats médicaments « leads » contre un
petit panel de cibles qui étaient liés a la classe thérapeutique du candidat médicament. Grace au
développement du screening a haut débit, le panel de cibles a été élargi aux cibles impliquées
dans la régulation des systemes physiologiques vitaux (cardiovasculaire, respiratoire et SNC).
Le choix des cibles moléculaires a évaluer est basé sur plusieurs criteres de sélection tels leur

expression dans I’organisme, les effets biologiques suivant une pharmaco-modulation et surtout
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la mise en évidence d’un effet indésirable en clinique (généralement post-AMM) d’une cible

moléculaire spécifique.

Les études de liaison aux cibles moléculaires utilisent des préparations purifiées de protéines
recombinantes ou de tissus qui expriment la cible moléculaire étudiée, en présence d’un ligand
marqué avec une haute affinité pour cette cible. Le marquage se fait par couplage a une sonde
fluorescente ou a un radioisotope. Les candidats médicaments sont testés pour leur capacité ou
non de déplacer la liaison du ligand marqué a son récepteur (expérience de compétition). Les
études de liaison peuvent étre suivies d’études fonctionnelles. En suivant la premiere
méthodologie, les résultats obtenus sont plus rapides, car les études fonctionnelles ne sont
réalisées que sur les candidats médicaments « hits ». Ces dernicres permettent de mesurer
I’activité du ligand (soit d’identifier si le candidat médicament présenterait une activité agoniste

ou antagoniste vis-a-vis de la cible étudiée)*!.

N.B : Les études de liaison initiales devraient tester une fourchette de concentrations différentes
afin d’estimer la concentration dite EC50 qui correspond a la concentration a laquelle le
candidat médicament est efficace a 50%. En suivant cette méthodologie, les résultats fournis
sont plus fiables que si les études de liaison €taient effectuées a partir d’une seule concentration
(test effectué en duplicata).

De plus, si le profil pharmacologique est demandé€ par les autorités réglementaires, il est
recommandé d’investiguer la relation concentration-réponse et de fournir des données

quantitatives (Kd, IC50 ou EC50) qui puissent permettre de mieux interpréter les résultats®!.

iv.  Application a I’évaluation du risque de crises épileptoides

Dans le SNC, que ce soit sur les cellules neuronales ou non, se trouvent différentes cibles
potentielles dont les canaux ioniques voltage et ligand-dépendants, des récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG), des enzymes et transporteurs. Des composés peuvent se lier sur ces

différentes cibles et avoir des effets sur le SNC, dont I’induction de crises épileptoides!.

Dans cette revue'4, 53 cibles ont été listées et classées comme susceptibles de provoquer des
crises épileptoides'. La potentialité d’induire des crises par le biais de ces cibles peuvent ainsi
étre étudiées lors des études in vivo.

Dans le tableau, les cibles secondaires ont été classées selon 4 criteres qui pourraient €tre liés a

I’induction de crises :
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- Pharmacologique : L’induction de crises in vivo est relatée a la sélectivité des molécules
pour des cibles particulieres.

- Génétique : Les mutations géniques codant pour la cible moléculaire, sont-elles
associées aux crises chez I’ Homme ?

- Antiépileptique : La cible est-elle le site d’action des antiépileptiques ? Les
antiépileptiques exercent leur effet thérapeutique en modulant pharmacologiquement un
certain nombre de cibles moléculaires. Il faut prendre en compte que la modulation

pharmacologique d’une méme cible peut induire des crises.

- BioprintTM : C’est une base de données qui a permis d’obtenir le profil de liaison de
266 composés testés dans des études antérieures. Ces composés étaient considérés
actifs, dans un test donné, si leur activité inhibitrice était supérieure ou égale a 50%. Les
données de liaison ont ensuite ét€¢ analysées pour déterminer quelles liaisons étaient
significativement retrouvées dans les composés responsables de crises.

Un « + » parmi un de ces 4 criteres €tait considéré comme candidat médicament potentiellement
impliqué dans I’apparition de crises.

L’absence de symbole représenté dans le tableau indique qu’il n’y a pas de lien dans 1’apparition
de crises. L’analyse de cette revue ne fournit pas de résultats définitifs dans le risque d’induire
des crises. Des études complémentaires sont a apporter en effectuant un test des composés

potentiellement positifs sur ces récepteurs, dans des modeles pathologiques par exemple.
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Pharmacological targets with a positive association to drug-induced seizure

Link to seizure

Pharmacological Genetic Antiepileptic drug Bioprint™

G-protein-coupled receptors

LX) +
5-HT,

5-HTy¢ +
5-HTs

5-HT; -
Adrenergic oy 2a-c

Adrenergic B;.3

Cannabinoid CB, -
Dopamine D, +
Dopamine Dy, 3, 44

Growth hormone secretagogue

Histamine H, ;

Melanocortin M,

Muscarinic acetylcholine M, -
Muscarinic acetylcholine M,.¢

Opioid & +
Opioid k

Sigma Nonselective

Urotensin UT,

AT A R A

+ + +

Ligand-gated ion channels
5-HT, +
AMPA

GABA,, agonist site
GABA,, Flunitrazepam site
Glycine, strychnine site
Kainate

Nicotinic acetylcholine
NMDA, agonist site
NMDA, glycine site
NMDA, phencyclidine site

+ N/A
+ N/A

FRIE S S S S S S S
+
+

Voltage-gated ion channels
Kare potassium channel
Sodium Channel Site 2 + + +
L-type calcium channel diltiazem site

L-type calcium channel verapamil site

Ka potassium channel + -

KNCQ2/3 potassium channel - - + N/A

+
+

+ + + +

Transporters

5-HT transporter + +
Noradrenaline transporter -
Dopamine Transporter +

+

Enzymes
Acetylcholinesterase -

5-HT: 5-hydroxytryptamine. AMPA: «-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate. GABA: y-aminobutyric acid. NMDA: N-methyl-o-aspartate. N/A: Data not included in Bioprint™
database.

Table 4. Cibles pharmacologiques associés a un risque d’induction de crises'*

Les résultats obtenus avec 1’étude de profil pharmacologique ne sont pas catégoriques dans
I’évaluation du risque de crises épileptoides mais fournissent des données utiles pour la suite

des études précliniques.

v. Avantages et limites

Malgré de nombreux avantages, des industriels diminuent le panel de cibles a évaluer, en raison
de contraintes budgétaires. Ils se concentrent seulement sur les cibles qui présentent un fort taux
de réussite et un fort impact (par exemple le canal hERG et les récepteurs muscariniques M1)3!.
Pourtant, si 1’étude était étendue a plus de cibles, le profil pharmacologique des candidats

médicaments serait plus appréhendés avant les études cliniques chez I’Homme.
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Cela est favorisé par le fait qu’un seul test de pharmacologie soit requis par les autorités
réglementaires, il s’agit du test in vitro lkr qui évalue les effets du courant ionique du canal Ikr
issus du canal potassique voltage-dépendant hERG. L’inhibition du courant Ikr peut provoquer
des torsades de pointes et une prolongation de I’intervalle QT qui est un effet indésirable grave.
Cet effet est d’ailleurs investigué dans les études de pharmacologie de sécurité du systeme
cardiovasculaire, décrit dans 'ICH S7B?*2. De plus, des études de liaison sont aussi réalisées
dans I’évaluation de la pharmaco-dépendance des candidats-médicaments (autre partie des
études de pharmacologie de sécurité du SNC). Les autorités réglementaires ne définissent pas
quelles cibles moléculaires étudier précisément et n’indiquent pas non plus la place du profil
pharmacologique in vitro dans la phase de développement.

Les laboratoires pharmaceutiques réalisent généralement cette étude dans les phases précoces
du drug discovery dans le but de réduire le taux d’attrition et d’avoir une meilleure prédiction
des effets indésirables lors des phases tardives du développement. Les bénéfices qui ont été

détaillés tout au long de cette partie sont nombreux.

i.  Généralités
Il y a un besoin réel dans le développement de modeles in vitro qui soient prédictifs des effets
neurotoxiques des candidats médicaments. La neurotoxicité constitue une des causes majeures
dans 1’échec des candidats-médicaments, celle-ci survient souvent a des phases tardives du
développement. D’autres modeles d’évaluation de la neurotoxicité ont été développés comme
les cultures de neurones qui permettent d’étudier 1’activité électrique des neurones, et plus
précisément les oscillations calciques. Les oscillations calciques résultent de 1’influx de calcium
extracellulaire dans le neurone post-synaptique a travers les canaux voltage-dépendants
représentant ainsi les niveaux de calcium intracellulaires qui accompagnent la dépolarisation
neuronale (excitabilité neuronale). Ces oscillations calciques sont observables lorsque plusieurs

neurones dépolarisent de maniere simultanée.
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Le suivi des oscillations calciques se fait grace a des sondes calciques, celles-ci peuvent fluctuer
suite a I’administration d’un candidat médicament qui aurait une action sur le SNC?**. Les
fluctuations des oscillations calciques sont étudiées car elles refletent bien les effets des
candidats médicaments sur le réseau neuronal®. Elles sont utiles dans 1’évaluation de la

neurotoxicité (dont les effets épileptoides).

Généralement, les neurones d’hippocampe ou du cortex sont exploités car ils sont a 1’origine

de décharges massives et synchrones qui favorisent I’apparition de crises'.
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ii. But et applications
Les cultures de neurones d’hippocampe et de cortex possedent de nombreuses applications dans
le développement préclinique :
- L’évaluation de la neurotoxicité dont le risque de crises épileptoides ;
- Compréhension de la communication neurones — cellules gliales ;
- Recherche de potentielles molécules antiépileptiques (avec la recherche de nouvelles

voies moléculaires, de nouveaux modes d’action etc...)

iii. Procédures et application au risque de crises épileptoides

Culture de neurones en 2D

e Méthode :

Les tests d’oscillations calciques sont bas€s sur des cultures primaires de neurones
d’hippocampe et/ou de cortex, ensemencés dans des plaques 96 puits. Les neurones
d’hippocampe et/ou de cortex sont prélevés a partir de souris ou rats post-natales. L utilisation
d’embryons a aussi été décrite mais 1’avantage d’utiliser des souris ou rats post-natales permet
de réduire le sacrifice des animaux (la mere et les souris non utilisées, issues d’'une méme portée
peuvent étre utilisées pour d’autres études)*®.

Une fois les structures d’intérét prélevées, la dissociation de celles-ci se fait avec de la trypsine,
une enzyme qui permet la dissociation enzymatique. L’ activité de la trypsine est annulée suite
al’ajout de milieu de culture contenant du sérum de veau foetal. Apres cette étape d’inactivation,
les structures contenues dans un tube sont centrifugées puis resuspendues dans du milieu de
culture. Les cellules obtenues sont ensuite ensemencées a 50 000c/puits, dans une plaque 96

puits34.

e Analyse des oscillations calciques :
Apres 14 jours de culture, les neurones arrivent a maturité et sont incubés avec un milieu de
chargement, a 37°C pendant une heure. Ce milieu est composé de milieu HBSS, de probenicid,

de powerload et de Fluo-4, acétométhylester (Fluo-4, acétoxyméthylester (AM)).

Powerload Tensioactif non ionique qui aide a disperser les groupements AM

Probenicid Inhibiteur de transporteurs anioniques OAT
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Fluo-4, AM Le fluo-4 est une sonde calcique fluorescente synthétique composée d’un
chélateur spécifique de 1’ion calcium Ca2+ conjugué a un fluorophore.
Cette sonde est utilisée pour détecter les PAs individuels de chaque
neurone. Le chargement en sonde calcique, perméable aux membranes, a
I’avantage de pouvoir enregistrer 1’activité de centaines de neurones. Cette
perméabilité est permise grace au groupement AM et permet de faciliter le

chargement des cellules en Fluo-4.

Table 5. Propriétés des composants du milieu de chargement*’

Apres I’incubation des neurones avec le milieu de chargement, les neurones sont exploités pour
étudier D’effet des candidats médicaments sur les oscillations calciques. Les variations
d’oscillations calciques surviennent en conséquence a des composés qui modulent I’activité des
canaux voltages et ligands-dépendants (NMDA, AMPA, Kainate). La lecture des oscillations
calciques se fait grace a un appareil qui est capable de suivre la fluorescence émise par le Fluo-
4 (lié au calcium intracellulaire). La durée de lecture est fixée par 1’opérateur. L.’opérateur
observe les oscillations calciques en conditions basales puis aprés 1’injection du candidat
médicament (préalablement dissous dans du HBSS ou DMSO, aux concentrations étudiées).
Les véhicules correspondants (soient HBSS et DMSO a une concentration finale de 0,1%

énéralement) sont aussi injectés afin d’évaluer 1’effet injection sur les oscillations calciques.
g

Le risque d’induire des crises épileptoides d’un candidat médicament est évalué qualitativement
selon la figure ci-dessous, en se basant sur les variations des oscillations calciques suite a
I’injection du candidat médicament (ou véhicule) par rapport aux oscillations calciques en

conditions basales.

Excitatory Inhibitory

A ' - Mo mR— A : Pas de variations de la fréquence et/ou de

I’amplitude

Decreased excitatory or increased inhibitory

5 ‘ Reduced/ (sedated)neural activity (B 1 Diminution de la fréquence et/ou de

I’amplitude = réponse calcique bloquante

Increased excitatory or decreased inhibitory

» l incraasmsi il naeal iy C : Augmentation de la fréquence et/ou de
A I’amplitude = réponse calcique excessive

. risque d’apparition de crises
Figure 13. Types de réponses calciques (risq PP )
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Afin de mieux interpréter les signaux calciques, soit quantitativement, il est nécessaire de
réaliser des analyses statistiques en évaluant 1’effet des différentes concentrations testées des
candidats médicaments sur la fréquence et I’amplitude des oscillations calciques. La fréquence
représente le nombre d’oscillations calciques et ’amplitude représente la hauteur des

oscillations, correspondant au nombre de neurones qui participent a la synchronisation?®.

A 30uM Diazepam B 30uM Baclofen

C 100pM Carbamazepine 30uM Phenytoin

E 1imM Gabapentm 2mM Gabapentm

% Amplitude des
oscillations calciques
1mM Ethosuximide .
G MR b Fréquence des
oscillations calciques

Figure 14. Variation des oscillations calciques suite a 'injection d'antiépileptiques

Ces antiépileptiques agissent en augmentant ’activité du récepteur GABA.

Prérequis :
Ces modeles évaluant ’activité épileptiforme des candidats médicaments, il y a besoin de
faciliter les oscillations calciques en utilisant des solutions avec une faible concentration d’ions

Mg2+.

Dans la littérature, les oscillations calciques spontanées intracellulaires sont plutdt observées
lorsque les cultures primaires de cortex ou d’hippocampe sont cultivées a une densité haute.
Une densité haute est considérée des que 50 000 cellules par puits sont ensemencées. Lorsque
les neurones de cortex ou d’hippocampe sont ensemencés a 20 000 cellules par puits ou moins,
les oscillations calciques spontanées n’apparaissent pas*. La densité” de 50 000 cellules/puits
a donc paru étre optimale pour observer des oscillations calciques spontanées et stables

lorsqu’elles sont exposées a 0,lmM de MgCl,. Le magnésium joue un rdle de blocage
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pharmacologique sur le récepteur NMDA, diminuant I’afflux de calcium dans le canal calcique.
En utilisant une solution appauvrie en magnésium, cela permet le passage d’ions calcium dans
le récepteur NMDA, facilitant ainsi la dépolarisation du récepteur ainsi que I’apparition

d’oscillations calciques spontanées et synchrones. Des études ont évalué les oscillations

calciques des neurones exposés a de fortes concentrations en ions Mg2+et ont montré qu’il y
avait peu, voire pas d’oscillations calciques, sur une durée d’enregistrement de dix minutes.

Dans ces modeles de culture de neurones, des molécules de référence sont testées en parallele
aux candidats médicaments. Souvent, la 4-amnopyridine est utilisée comme référence positive,
il s’agit d’un médicament indiqué dans le traitement de la sclérose en plaque pour améliorer la
mobilité des patients. En inhibant les canaux K+ dans le SNC, cette molécule facilite la
dépolarisation et le transfert du calcium dans les neurones, permettant ainsi d’améliorer la
communication neuronale chez ces patients. Par ailleurs, dans le cadre des essais cliniques avant
sa mise sur le marché, la 4-aminopyrine a montré qu’elle pouvait induire des crises convulsives.
En raison de son activité proconvulsivante, elle est utilisée dans les études in vitro et in vivo

comme produit de référence®.

e Avantages et limites :

La capacité du modele de culture de neurones en 2D a identifier et caractériser des réponses
excitatrices, bloquantes voire neutres, a des concentrations données, représente une étape
stratégique et importante dans 1’évaluation in vitro de la sécurité sur le SNC et permettra ainsi
le développement de médicaments plus slrs. Pour apporter plus de dimensions dans la
prédictibilité, il faudra continuer a tester d’autres composés et voir si les effets indésirables
reportés en clinique sont observés de méme sur le modele in vitro. Pour aller plus loin, une
alternative a I’utilisation de cellules neuro-gliales de souris serait de réaliser le modele a partir
de cellules souches pluripotentes induites humaines (iPSCs en anglais) ou des organoides
(culture de neurones en 3D), afin de développer ce modele et avoir davantage de prédictibilité

vers ’humain dans I’évaluation du risque d’induction de crises.

Culture de neurones en 3D

La neurotoxicité étant un effet indésirable majeur qui survient tardivement dans le
développement du médicament, des laboratoires ont développé des modeles plus complexes,
plus physiologiques apportant plus de prédictibilit¢ dans le screening des candidats

médicaments ou des médicaments neurotoxiques. Les cultures de neurones en 3D sont des
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modeles in vitro, ou comme les cultures de neurones en 2D, il est possible de détecter des
oscillations calciques spontanées et d’utiliser ces modeles dans la détection du risque de crises
épileptoides des candidats médicaments. Dans cette étude®, un modele 3D est proposé a partir
de cellules souches pluripotentes induites de neurones de cortex ainsi que d’astrocytes humains
afin d’évaluer la neurotoxicité d’une dizaine d’agents neuroactifs et 22 substances dont la

neurotoxicité a été avérée.

e Méthodes :

Les laboratoires ont développé des cultures de neurones en 3D prétes a €tre utilisées dans un
format de 384 puits. Dans chaque puits se trouve un sphéroide d’IPSCs de neurones corticaux

qui ont été générés a partir de cellules progénitrices neurales d’un seul donneur humain.

384w microBrain 3D plate
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Caractéristiques :

microBrain 3D spheroid

- 1 sphéroide par puits

- Taille du sphéroide en moyenne = 600um

- Culture de longue durée (jusqu’a
plusieurs semaines)

Figure 15. Image d'un sphéroide (en contraste de phase) de la plateforme microBrain 3D

Les sphéroides de neurones sont exposés a des concentrations diftérentes de substances
neuroactives et neurotoxiques pendant 24h ou 72h. Un contr6le véhicule a aussi été testé

(DMSO a0,15%).
e Analyse des oscillations calciques :

Pour analyser les effets de ces substances sur 1’activité calcique, une sonde calcique qui se lie
au calcium intracellulaire est rajoutée dans chaque puits pendant 2h, apres I’étape d’exposition
aux substances. L’intensité de la fluorescence change selon la concentration en calcium et se lit

sur un appareil comme le FLIPR® TETRA qui permet de suivre la cinétique calcique.
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L’analyse des oscillations calciques se déroule de la méme maniere que pour les cultures de

neurones en 2D (analyse qualitative : aspect des oscillations calciques et analyse quantitative :

analyse statistique). L’analyse quantitative des oscillations calciques s’est basée sur 6

parametres que sont la fréquence des pics, I’amplitude maximale moyenne, la largeur du pic

moyen, I’espace moyen entre les pics, le sommet des pics et les phases de repolarisation ; ce

qui permet de caractériser et quantifier les réponses physiologiques des sphéroides de neurones

aux substances neuroactives et neurotoxiques.
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Figure 16. Exemple des oscillations calciques des substances testées sur les sphéroides de

neurones
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L’exposition des sphéroides au kainate, agoniste des récepteurs kainate montre un effet
pharmacologique attendu (par son mécanisme d’action) qui indique une réponse excitatrice du
systeme glutamatergique. Dans la figure ci-dessous, I’acide kainique montre un effet inhibiteur
aux concentrations supérieures a 3 yM. Cet effet inhibiteur pourrait étre dii a une activation
excessive ou a une désensibilisation des récepteurs glutamatergiques. Le traitement avec le
CNQX, un antagoniste des récepteurs AMPA/Kainate montre une diminution concentration-
dépendante de la fréquence des pics. Comme attendu, le GABA et le R-bacloféne étant des
agonistes des récepteurs GABA montrent une diminution concentration-dépendante de la
fréquence des pics des oscillations calciques €galement. La lidocaine et 1’halopéridol ont
présenté un effet sur les oscillations calciques conduisant a une inhibition des oscillations

calciques.

Ces résultats montrent que les oscillations calciques des cultures d’IPSCs de neurones en 3D
ont été sensibles aux substances testées, ce qui montre un lien entre les oscillations calciques

spontanées observées et 1’activité neuronale.

Dans cette étude, d’autres parametres que les oscillations calciques ont été évalués pour tester
le potentiel neurotoxique tels que le test de croissance des neurites (I’inhibition des neurites
observé dans les études in vitro est reconnu comme un effet neurotoxique chez les humains et
chez les rongeurs)®. Afin de différencier les effets neurotoxiques des effets toxiques généraux,
la viabilité cellulaire a été effectuée par évaluation de 1’intégrité des mitochondries ; I’intégrité
non préservée des mitochondries signifie un effet cytotoxique). Toutefois, les fluctuations des
oscillations calciques sont plus associées aux effets neurotoxiques que la viabilité cellulaire, un
effet non spécifique de la neurotoxicité puisqu’il survient plus tardivement. La dérégulation du
signal calcique a d’ailleurs été reporté comme 1’un des premiers éléments anormaux qui
survient dans les pathologies neurodégénératives. Le calcium est un élément important dans le
cerveau, il assure les fonctions intracellulaires, I’activité neuronale (par sa participation dans la

génération de PAs) et assure la communication cellulaire (neurones-astrocytes).
e Avantages et limites :

Les modeles de culture 3D sont tres intéressants car ils constituent des modeles relevants dans
le domaine de la recherche, allant de la compréhension de la physiopathologie du tissu a
I’évaluation de molécules. Les modeles de culture 3D récapitulent bien les tissus en respectant
leur architecture, 1’organisation cellulaire, les interactions entre cellules et cellules-matrice

extracellulaire. Par rapport aux modeles de culture 2D, il a été reporté que les modeles 3D
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présentent un phénotype neuronal plus mature que celui des modeles 2D, prenant en compte
I’activité neuronale, les réponses pharmacologiques et le profil d’expression des geénes

spécifiques au phénotype mature.

Les modeles cellulaires 3D, tout comme les modeles 2D manquent de relevance métabolique,
ils ne peuvent pas permettre de détecter tous les effets neurotoxiques qui seraient possible
d’observer sur des modeles in vivo tels que les effets sur la myéline des axones, les effets sur la
neuroglie ou encore les mécanismes de transmission synaptique des neurotransmeteurs.
Néanmoins, les modeles de culture 3D ont démontré leur potentiel dans I’évaluation de la
sécurité des candidats médicaments du fait de leur capacité a screener a haut débit, a étre

produit de facon reproductible mais aussi a étre prédictif3s.

Des laboratoires ont étudié les oscillations calciques dans les neurones de cortex et
d’hippocampe ont observé une activité calcique associable a des bouffées de PAs, soit a une
activité épileptiforme. Cette activité épileptiforme a aussi €té observée sur des tranches
d’hippocampe, ot chaque oscillation calcique correspond a un événement ictal qui est dii a une

activité synchrone du réseau de neurones.

i.  Généralités

L’électrophysiologie sur tranches de cerveau est une méthode in vitro qui est couramment
utilisée dans 1’évaluation de la sécurité du SNC au cours des études précliniques de sécurité
mais aussi dans la phase précoce des études de découverte de potentielles molécules. L un des
points forts de 1’électrophysiologie sur tranche de cerveau est la conservation de I’intégrité
structurale des réseaux neuronaux et I’organisation temporale qui est « in vivo-like »*'.

Comme les cultures de neurones, une des régions étudiées est 1’hippocampe qui est une région
du cerveau fortement associée aux crises partielles ; cette partie du cerveau est constituée de
90% de neurones excitateurs glutamatergiques (NMDA, AMPA et Kainate) et de 10% de
neurones inhibiteurs gabaergiques (GABA A). Par ailleurs, le foyer situé dans le lobe temporal,

au niveau de 1’hippocampe est propice aux épilepsies partielles et focales'>.

ii. But et applications
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Le but est d’évaluer le potentiel des candidats médicaments a provoquer des crises épileptoides
en passant par la mesure de I’activité électrique sur une tranche de cerveau d’hippocampe de
rats ou de souris. L’activité électrique anormale qui est due aux crises épileptoides peuvent €tre
induites spontanément et enregistrées sur une tranche de cerveau grace aux techniques
d’électrophysiologie. Celle-ci est mesurée a travers le signal calcique qui reflete 1’activité des
réseaux neuronaux, comme dans les cultures de neurones.

Les études d’électrophysiologie sur tranches de cerveau ne rentrent pas dans la réglementation
mais sont réalisées par les laboratoires pharmaceutiques pour adresser la neurotoxicité et en

particulier I’activité « seizure-like » dans leurs études de sécurité.

iii. Principe

Les tranches d’hippocampe sont largement utilisées pour étudier comment les candidats
médicaments influencent 1’excitabilité neuronale. I y a deux grandes étapes dans
I’établissement de cette manipulation, la préparation des tranches d’hippocampes, le plus

souvent a partir de rats ou de souris euthanasiés puis 1’électrophysiologie.

Préparation des tranches d’hippocampe

Les animaux sont anesthési€s puis euthanasiés. Le cerveau est prélevé suite a un geste
chirurgical et est immédiatement immergé dans une solution physiologique comme la
solution artificielle de liquide cérebro-spinal froide qui permet de conserver la tranche tout le
long de la manipulation. Les tranches de cerveau sont obtenues grace a un appareil, le
vibratome qui découpe nettement les tranches. Les tranches sont d’une épaisseur de 300-500
uM et sont maintenues dans la solution physiologique. En moyenne, a partir d’un cerveau, 6
a 12 tranches sont obtenues.

Avant d’enregistrer I’activité électrique des tranches par électrophysiologie, celles-ci sont
maintenues dans la solution physiologique a température ambiante, pendant une heure au

minimum.

Electrophysiologie
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L’électrophysiologie est une technique d’enregistrement de [D’activité électrique
extracellulaire (correspondant au PPSE) sur une tranche de cerveau. La mesure se fait via des
électrodes dites « stimulatrices » qui sont placées dans des régions spécifiques de la tranche
de cerveau (CA2 ou CA3 dans le stratum radiatum et dans la voie collatérale de Schaffer).
Une électrode qui permet I’enregistrement est placée dans la région CAl.

Les électrodes « stimulatrices » sont stimulées par des courants de 0,03ms a 30s d’intervalles.
Tout le long de I’enregistrement, les tranches sont placées dans un bain a 33-37°C et sont

perfusées avec la solution artificielle de liquide cérébro-spinal a un débit de 1-3ml/min.

Stimulating Recording
electrode electrode

Schaffer
collaterals

S.

CA3 Perforant
Dentate path fibers
Gyrus
Entorhinal
cortex

Figure 18. Enregistrement du PPSE de la région CA1 de I'hippocampe*

Pour chacune des tranches, la relation stimulation et concentration-réponse est déterminée.
Les tranches sont stimulées jusqu’a ce qu’un pic de population maximale soit observé (ou
population spikes (PS)). Apres le PS observé, I’enregistrement se poursuit jusqu’a stabilité
du signal (10mn apres le PS).

Comme pour les cultures de neurones, I'interprétation des résultats est aussi basée sur la
comparaison a des molécules de référence. Ces molécules de références ont été déterminées
en clinique comme convulsivantes (PTZ, diazépam ou 4-aminopyridine).

Elle se fait de méme, sur le nombre de décharges neuronales (soit la fréquence), correspondant
aux « bursts » et a 'amplitude des pics. Les « bursts » sont définis par des neurones qui

émettent au moins 3 pics (PAs-like) a des intervalles de moins de 8ms*.
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Figure 19. Réseau neuronal et enregistrement électrophysiologique's

iv.  Avantages et limites

Les tranches de cerveau constituent un modele in vitro intéressant car I’architecture neuronale
y est respectée (intégrité de la structure des microcircuits neuronaux). L’électrophysiologie sur
tranches de d’hippocampe de rat a d’ailleurs montré une concordance des résultats avec ceux
observés en clinique des médicaments dont un effet proconvulsivant était connu. Sur 19
composés de référence testés (effet proconvulsivant connu), le modele a montré un taux de
prédictibilité de 89%. 1l existe cependant des limites.

La tranche de cerveau peut présenter des dommages liés a la coupe, la durée de vie de la tranche
est réduite a cause d’un manque d’oxygene et de glucose vis-a-vis des neurones et des
contaminations peuvent s’y développer. La durée de manipulation de la tranche de cerveau est
ainsi limitée a une fourchette de 6-12h*. De plus, I’électrophysiologie est une technique qui
n’utilise qu’une seule électrode, par conséquent qui ne donne pas d’information compléte sur
I’activité neuronale de la tranche. Il existe aussi les tests dits « multi-electrode arrays » (MEA)
qui peuvent mesurer I’activité €lectrique de la tranche entiere de cerveau, ce qui permet de
mieux localiser le foyer épileptique. L’enregistrement avec une électrode seule était dépendant

de la région d’implantation de celle-ci'“.

Pour résumer, les résultats issus de ce modele, mais aussi des autres modeles in vitro sont

d’ordre complémentaires et ne peuvent pas se substituer aux études in vivo*’.

a. Tests neuro-comportementaux
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i. Test d’irwin et test FOB
Cf partie IV .A.

ii. Zébrafish

Le modele Zébrafish (nom : Danio Rerio de la famille des Cyprinidés) est un modele animal
qui permet 1’évaluation de la sécurité neurologique des candidats médicaments. Les larves de
Zgébrafish présentent des similarités anatomiques et une homologie génétique avec celle des

souris ainsi que de ’'Homme?*.

Oh 5h Day 1 Day 2 Day 3 Day 5 Day 7

Pl T ——

Figure 20. Stades de développement des larves Zébrafish*

L’exposition des larves Zébrafish (a 7 jours de la post-fertilisation) au PTZ induit une activité
comportementale anormale, de maniere dose-dépendante. Le PTZ est un antagoniste non
compétitif du récepteur GABA-A (récepteur du GABA qui est le principal neurotransmetteur
inhibiteur du SNC) ; c’est un agent stimulant qui provoque des convulsions cloniques, puis
toniques pouvant se généraliser. Le PTZ diminue les inhibitions présynaptiques et stimule les

centres vasomoteurs et respiratoires*.

L’exposition des larves au PTZ induit une augmentation de la vitesse de nage, des déplacements
en cercle trés rapides suivis par une perte de la posture a tres fortes doses. L’activité locomotrice
est ainsi mesurée par une analyse vidéo, des déplacements a tres forte vitesse refletent un effet
convulsivant. Ces observations suggerent un effet convulsivant pouvant étre classifié selon le

tableau de score décrit ci-dessous.
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SCORE Behavior phenotype

0 Short swim mainly in the bottom of the tank.

1 Increased swimming activity and high frequency of opercular movement.

2 Burst swimming, left and right movements, and erratic movements.

3 Circular movements.

4 Clonic seizure-like behavior (abnormal whole-body rhythmic
muscular contraction).

5 Fall to the bottom of the tank, tonic seizure-like behavior (sinking to the bottom of
the tank, loss of body posture, and principally by rigid extension of the body).

6 Death.

Figure 21. Score comportemental du modele zébrafish en présence de PTZ dans le milieu®

Ces observations comportementales peuvent €tre complétées par des enregistrements
électrophysiologiques qui montrent des décharges assimilées a des éveénements ictaux. Les
décharges anormales sont caractéristiques des crises convulsives et suivent le schéma ci-
dessous, soit une activité inter-ictale de fréquence forte interrompue par des pics de grande
amplitude et des pics multiples dits « ictal-like »*'. Le terme ictus réfere aux crises épileptoides

qui sont des anomalies électriques cérébrales.

A. Larve de 7 jours
A forebrain

tectum £

B. Enregistrement
extracellulaire d’une larve de
7 jours exposée a 15 mM de
PTZ, a partir de la région du

interictal tectum

C. Onset : activité élevée, suivie

c de pics de fréquence haute

onset high frequency clonic

| || \ | | N puis d’une activité clonique

Figure 22. Activité électrique d'une crise enregistrée dans une larve Zébrafish’

Les données comportementales et électrophysiologiques montrent que les crises induites par le
PTZ, dans les larves Zébrafish, reproduisent plusieurs aspects des crises observées chez les
mammiferes®. Ce modele est prédictif, peu coliteux et rapide (screening),complémentaire et/ou

alternatif suivant la reégle des 3Rs.
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i. Zébrafish

A coté de I’évaluation comportementale des larves de Zébrafish, il est aussi possible d’évaluer
le potentiel convulsivant, soit I’activité d’'une molécule a induire des convulsions motrices. Par
exemple, en étudiant le candidat médicament a différentes doses dans le milieu de culture des
larves de zébrafish; selon la dose étudiée, si une anomalie du comportement telle
I’augmentation de la vitesse de nage est observée, cette dose montre une activité neurotoxique
mais aussi le seuil a partir duquel un effet convulsivant est observé.

Il s’agit d’un modele de screening a haut débit des candidats médicaments pour identifier les

comportements typiques d’une crise et le potentiel seuil convulsivant.

iii. Modéeles de rongeurs

Les études de pharmacologie classique manquent de sensibilit¢ pour étudier le risque pro-
convulsivant, d’autres modeles ciblant 1’évaluation du risque épileptoide sont requis.

Les modeles de rongeurs utilisés de maniere générale dans les études de screening des
antiépileptiques ont été élargis a 1’évaluation du risque proconvulsivant. Les convulsions
peuvent étre induites chez des rongeurs de différentes manieres, soit par un choc électrique qui
est directement appliqué sur tout le cerveau, soit par un médicament administré en périphérie
(comme le kainate) ou encore par 1’exposition au bruit chez certaines souches de rongeurs*.
Pour les études concernant le risque de crises sur ces modeles, un candidat médicament aux

propriétés convulsivantes serait associé a une diminution du seuil convulsivant.

Plusieurs substances pharmacologiques, les chimioconvulsivants, sont administrées pour
induire des crises chez les rongeurs; entre autres, le kainate, la pilocarpine et le
diisopropylfluorophosphate qui sont largement utilisées pour caractériser la physiopathologie
des crises. Les chimioconvulsivants augmentent la neurotransmission glutamatergique ou
bloquent I’inhibition effectuée par le GABA, ayant pour conséquence I’induction de crises. En
augmentant la neurotransmission cholinergique, les crises peuvent apparaitre suite a
I’hyperactivation cholinergique. Nous allons décrire principalement 1’induction de crises chez
les rongeurs par le kainate, un agoniste des récepteurs du glutamate qui possede une forte

activité convulsivante.
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Deux électrodes de surface sont implantées sur le cortex et cerebellum des animaux, une autre
électrode profonde est implantée dans 1’hippocampe pour suivre le tracé EEG. Chez les rats, le
kainate est administré en intracérébroventriculaire (ICV) ou par voie intrapéritonéale (IP)
induisant ainsi des crises, associées a des décharges épileptiformes qui s’initient dans les
structures limbiques et se propagent dans les autres régions du cerveau. Apres 1’injection de
kainate en parentérale, les rats montrent des signes de convulsions en commengant par des
secousses, un regard fixe, une exploration et une mastication. L’hyperactivité, le clonus des
membres inférieurs et des convulsions tonico-cloniques suivent ces premiers signes. L activité

des crises est classée selon 1’échelle de Racine décrite ci-dessous.

Stade O Pas de réponse ou immobilisation
Stade 1 Mastication ou contractions musculaires faciales
Stade 2 Mastication et hochement de la téte ou secousses
Stade 3 Clonus (tremblement, secousse) unilatéral des
membres inférieurs
Stade 4 Clonus bilatéral des membres inférieurs, pose sur ses
v membres inférieurs
Stade 5 e Clonus bilatéral des membres inférieurs, postérieurs
P
v ' et chute

Table 6. Echelle de Racine décrivant D’activité des crises selon le comportement des

rongeurs®

La premiere heure suivant I’injection (en injection ICV ou IP) du kainate, des changements
comportementaux sont observés tels un regard fixe, des mouvements de la téte et des secousses
suivies de crises motrices de plus en plus fréquentes.

Le kainate a ’avantage de produire des crises persistantes, chez I’animal, associées a des

dommages neuronaux qui sont similaires aux zones épileptogenes chez I’Homme.
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C’est un protocole simple qui ne requiert pas d’appareillage sophistiqué, mis a part
I’enregistrement du tracé EEG. Un inconvénient majeur de ce modele est la variabilité de la
sensibilité des rats selon les souches, le sexe, 1’age et le poids. De plus, il y a une excitotoxicité
directe suivant I’administration du kainate qui complexifie 1’interprétation entre le dommage

neuronal direct et le dommage neuronal 1i€ a la crise.

Ainsi, les modeles de rongeurs pharmacologiques ou dits « chimioconvulsivants » permettent
d’étudier la physiopathologie des crises et d’effectuer un screening de candidats médicaments
de maniere rapide mais au risque d’avoir un taux de mortalité important des rongeurs inclus
dans 1’étude, avec une grande variabilité au niveau de I’incidence et de la sévérité des crises

spontanées®.

Parmi les modeles de rongeurs stimulés par un choc électrique, nous allons nous intéresser a la
stimulation de la voie perforante qui est I’approche la plus utilisée pour induire des crises
persistantes chez les rats. Les rats sont anesthésiés et recoivent une stimulation électrique de la
voie perforante (région hippocampique) de manicre intermittente pendant 24h, soit des
stimulations répétées et tétaniques.

Entorhinal-hippocampal circuitry
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Figure 23. Région hippocampique (dont la voie perforante)®

Apres stimulation électrique, un EEG est effectué pour suivre 1’activité des crises ; ces crises
sont ensuite classées selon 1’échelle de Racine, décrite dans le modele précédent.

Induire des crises spontanées par un choc électrique aux rongeurs est moins dommageable que
I’administration de substances pharmacologiques comme le kainate qui peut provoquer une
excitotoxicité, ceci permet d’obtenir un meilleur contréle des crises et une reproductibilité des

crises.
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En revanche, le protocole de stimulation électrique ne permet pas de fournir de spécificité des
types cellulaires impliqués dans les crises*. De plus, I’implantation d’électrodes est fastidieuse

et demande plus de travail par rapport aux modeles de rongeurs pharmacologiques®.

Ces tests qui évaluent le potentiel convulsivant posent toutefois des problemes d’éthique,

concernant I’induction de crises convulsives de maniere artificielle.

i.  Généralités

Une crise (seizure) est associée a une activité électrique neuronale qui est synchrone et surtout
anormale. En clinique, les crises peuvent différer de ’'une a I’autre : une crise peut rester focale
(crise simple partielle) ou bien progresser a d’autres réseaux de neurones (crise complexe
partielle) jusqu’a se généraliser dans les deux hémispheres cérébraux. Au-dela de la diversité
des signes cliniques, il est a savoir qu’une crise peut aussi survenir en I’absence de signes
cliniques.

L’EEG s’avere particulierement utile dans 1’évaluation de molécules qui auraient une activité
électrique anormale en I’absence de signes cliniques mais aussi pour des molécules dont des
signes cliniques anormaux (ex. convulsions) ont été observés, mais qui ne sont pas li€s a
I’activité électrique neuronale. L’EEG est un examen qui mesure directement et
quantitativement 1’activité électrique du cerveau’!.

Le signal observé sur I’EEG provient du potentiel post-synaptique neuronal (PPS) (les PAs sont
petits et de courte durée pour €tre enregistrés). Les PPS peuvent étre excitateurs (PPSE) ou
inhibiteurs (PPSI), soit qui déclenchent une réponse aux neurones post-synaptiques ou qui n’en
déclenchent pas, respectivement. La combinaison de ces deux types de PPS induit des ondes
cérébrales qui peuvent étre mesurables sur I’EEG. Ces ondes cérébrales sont formées
d’oscillations qui sont mesurables par I’EEG, elles sont classées en 5 catégories : théta, alpha,
delta, béta ou gamma®. Elles sont généralement de trés faible amplitude (de I’ordre du
microvolt) et n’ont pas toujours un motif sinusoidal. La synchronisation de I’activité neuronale

de plusieurs neurones fait que 1’activité électrique du cerveau peut étre détectable sur ’EEG>3.

ii. But et applications
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Généralement, les industriels introduisent I’EEG dans leurs études de sécurité seulement s’il y
a des effets observés sur le SNC au moment des études précoces de toxicologie qui sont définies
par I'ICH M3(R2). Les effets fréquemment observés au cours des études précoces de
toxicologie, comme I’investigation de la dose maximale tolérée (DMT), sont les tremblements
et des troubles neurocomportementaux tels 1’ataxie, la myoclonie ou les vomissements. Une
fois la DMT définie, les doses de médicaments qui induisent des effets indésirables peuvent ne
pas étre exploitées par la suite selon le schéma recommandé des études de sécurité préclinique.
Un des effets indésirables a considérer est le tremblement qui, lorsqu’il est présent, montre une
activité électrique anormale sur I’EEG. Malgré sa prédictibilité et son efficacité, ’EEG ne fait
pas parti des prérequis dans la réglementation. L’introduction de I’EEG pendant les études de
pharmacologie de sécurité pourraient permettre d’identifier précocement le risque de crises>.
L’EEG est d’ailleurs un examen validé pour détecter les crises (seizures) que ce soit en
préclinique mais aussi en clinique. En préclinique, I’EEG sur animaux peut montrer sur le tracé,
des oscillations qui sont répétitives et dont la synchronicité augmente, ce qui pourrait aider dans
la prédiction du risque d’apparition de crises. De plus, si la crise se manifeste cliniquement,
I’EEG peut donner des informations sur I’initiation de la crise, le type, la durée et la distribution

spatiale de celle-ci mais aussi son impact sur 1’activité électrique suivant la crise®'.

iii. Méthodes
L’enregistrement de 1’activité électrique par I’EEG peut s’effectuer de deux manieres, soit avec
des électrodes placées au niveau du crane ou par télémétrie qui consiste a implanter
chirurgicalement des électrodes qui envoient le signal enregistré sur un appareil.
L’interprétation d’un signal se fait en se basant par rapport a un signal normal. Pour la détection
d’une crise, le signal sur ’EEG montre un tracé typique en pic avant la survenue d’une crise.

La montée du pic est plus rapide que la descente, dure 20 a 80ms et présente un voltage élevé

(200-300 uV)3.

et

Figure 24. Morphologie typique en pic sur un tracé EEG*
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D’autres caractéristiques d’'un EEG ou des décharges épileptiformes sont observées sont
I’activité rythmique (des tracés EEG qui se répetent en « décharges »), des décharges dites

« pointes-ondes », des décharges de pointes et polypointes).

Pointes-ondes

Pointes

Polypointes

Table 7. Tableau récapitulant les tracés EEG qui sont caractéristiques des décharges

épileptiformes>
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Figure 25. Exemples de tracés EEG normal (A), d'une période inter-ictale (B), d'une

crise (C)%
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Selon les fluctuations du tracé, les différents types de crises peuvent €tre distinguées, par
exemple, lorsqu’un tracé présente un pic de 3Hz et est en forme de vague, il est caractéristique
des crises d’absence™.

Une description précise est essentielle dans 'interprétation du signal sur ’EEG. Des tracés
normaux peuvent étre confondues avec ceux des crises ; durant les transitions de cycles du
sommeil, une hypersynchronisation peut étre observée et est considérée comme normal. Cette
hypersynchronisation peut ainsi €tre confondue avec une crise. Des artéfacts peuvent fausser
I’interprétation du tracé, il est important de pouvoir distinguer le signal généré par le cerveau
et le signal généré par des facteurs externes. Parmi les facteurs externes, les mouvements
musculaires constituent des artéfacts, les muscles génerent un voltage plus élevé que celui des

neurones. Les mouvements des yeux ou de la langue peuvent aussi constituer des artéfacts.

En plus de ’aspect du tracé EEG, I’EEG peut étre quantitatif, il s’agit du q.EEG (« q » pour
« quantified » soit quantifié). Lors des études précliniques, il est intéressant d’évaluer le risque
de crises épileptoides d un candidat-médicament a I’aide du q.EEG. Le q.EEG peut mesurer les
effets d’un candidat-médicament sur 1’activité électrique du cerveau grace au spectre de la
fréquence des ondes (la fréquence des ondes correspond au nombre de cycles par seconde en
Hz). Pour illustrer, I’étude ci-dessous n’évalue pas particulierement le risque de crises, mais
s’intéresse a I’effet de la scopolamine sur la fréquence des ondes cérébrales. La scopolamine
augmente la fréquence de I’ensemble des ondes cérébrales et montre un effet indésirable sur le
SNC qui est ’'amnésie. L’analyse du pourcentage de la fréquence de chacune des ondes
cérébrales est basée sur les différences entre le spectre d’un véhicule et celui du médicament

testé pour chacune des bandes de fréquence, toutes les 10mns.
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Figure 26. Scopolamine (0,5mg/Kg injectée par voies sous-cutanée a un rat, 30mn avant

la mesure de la fréquence des ondes cérébrales)3

Treatment Adverse effects Delta Theta Alpha Beta Gamma

Scopolamine Amnesia 1 1 t1 1 1

Le q.EEG est un outil sensible et fiable dans la prédiction d’effets indésirables de molécules
sur le SNC%, il est capable d’identifier autant une activité sédative, stimulante que
convulsivante. Cette technique peut beaucoup apporter dans la sécurité du médicament en
confirmant les données obtenues par les observations comportementales. De plus, le .EEG
peut fournir directement des données de biodisponibilité cérébrale permettant de déterminer la
dose maximale du candidat médicament ou aucun effet n’est observable dans le cerveau (pour

une indication thérapeutique autre que le SNC)*.

iv.  Avantages et limites

La détection de crises sur I’EEG pourrait constituer un bon biomarqueur, selon 1’aspect du tracé,
il est possible de détecter les crises et de définir le type de crises. Bien que I’EEG puisse apporter
des informations sur une présumée activité épileptiforme, les enregistrements observés peuvent
comporter des artéfacts qui peuvent causer des ambiguités dans son interprétation. Il est
recommandé d’associer I’EEG a la surveillance vidéo au cas ou des manifestations cliniques
comme les convulsions tonico-cloniques seraient observées au méme moment que 1’activité
neuronale anormale, ce qui prouverait de maniere évidente 1’activité électrique anormale

associée a I’activité épileptiforme.
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Les études de pharmacocinétique in vivo et d’efficacité sont généralement conduites lors des
phases précoces de découverte de molécules, avant les études de sécurité. Elles peuvent aider a
réduire le taux d’attrition des médicaments, définir les cibles thérapeutiques qui présentent un
bon profil de sécurité, optimiser les parametres de pharmacocinétique (ADME : absorption,

distribution, métabolisme et élimination) et réduire les interactions médicamenteuses.
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Figure 27. Etudes ADME qui sont conduites le long du développement pharmaceutique®’

Durant le développement, les propriétés pharmacocinétiques peuvent aider dans la validation
des études de toxicologie, appuyer les études de sécurités qui ont eu lieu avant I’administration
de la premiere dose chez ’'Homme?’. Elles permettent par exemple d’apporter des informations
sur la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE) et de prédire I’exposition du
cerveau a l’efficacité des médicaments ou a leurs effets épileptogénes. Les observations
neurocomportementales durant ces études peuvent fournir des premieres données sur le risque
potentiel d’induire des crises. Une seule observation d’un signe de convulsion ne conduit pas
forcément a la conduite d’études spécifiques au risque de crises. Afin de mieux guider la suite
des études, celles-ci devraient étre effectuées sur une population large de différentes especes,
aux doses thérapeutiques administrées chez I’Homme et devraient mener a des investigations

précoces dans les modeles in vitro™.

V. UNE APPROCHE STRATEGIQUE POUR EVALUER LE RISQUE DE CRISES
EPILEPTOIDES

Le risque de crises épileptoides induit par les médicaments constitue une menace potentielle et
représente 1’une des causes les plus fréquentes de séquelles ou de mortalité au cours des essais
cliniques. Les médicaments associés a cet effet indésirable couvrent un ensemble de classes
pharmacologiques et différentes aires thérapeutiques. Les médicaments indiqués dans les
pathologies du SNC ont montré sans surprises la plus forte propension a induire des crises mais

des médicaments indiqués dans les pathologies infectieuses, cardiovasculaires et respiratoires
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peuvent présenter un potentiel épileptoide. Il s’agit d’une préoccupation majeure pour
I’industrie pharmaceutique accentuant ainsi la nécessité d’approfondir les études de sécurité a
toutes les classes thérapeutiques. Considérant les conséquences ultérieures aux crises
épileptoides, de grands efforts ont été entrepris pour identifier et atténuer ce risque neurotoxique
des le développement préclinique.

Malgré I’'importance de cet effet indésirable, il n’existe pas a ce jour de lignes directrices
concernant leur étude. Depuis la rédaction des guidelines ICH S7A dans les années 2000,
I’évaluation du risque de crises épileptoides a guidé les industriels a partir d’un ensemble de
tests recommandés par les agences réglementaires. Cet ensemble de tests ne répond qu’a des
exigences minimales et fait défaut dans la détection du risque de crises jusqu’aux phases
tardives. De plus, ce risque est généralement révél€ lors des études de toxicité a doses répétées,
ce qui a amené Astra Zeneca a développer une approche stratégique afin d’évaluer le risque de
crises épileptoides. Dans les phases précoces du développement pharmaceutique, I’accent est
placé sur des tests a haut-débit et sensibles afin de gagner en prédictibilité lors des phases
ultérieures. Un arbre décisionnel a été élaboré concernant 1’ordre des tests précliniques qui

pourraient étre suivis'“.
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Figure 28. Arbre décisionnel de I’évaluation du risque de crises épileptoides
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Les différentes étapes d’évaluation du risque de crises. La stratégie proposée par Astra Zeneca
consiste en une cascade de tests a prioriser selon le rendement, les ressources requises et la
prédictibilité. Si le risque 1i€ a la cible est négatif, les études spécifiques concernant le risque
de crises ne seront pas effectuées a moins qu’elles ne soient nécessaires suivant I’étude du profil
pharmacologique. Si un risque li€ a la cible est identifié, des tests in vitro seront entrepris et
précederont les tests in vivo si nécessaires. A 1'issue de chaque étape, des résultats négatifs
menent a effectuer les tests réglementaires. En revanche, des résultats positifs devront remettre
en question les expositions du candidat-médicament et son indication thérapeutique afin

d’obtenir une évaluation finale du risque.

Suivre cette approche dépend des résultats obtenus ; par exemple, pour un projet d’étude ou les
tests in vitro et in vivo sont en corrélation, ils seraient judicieux de sélectionner les candidats-
médicaments a partir des résultats des tests in vitro. Si les données précédentes des tests in vitro
montrent peu de prédictibilité, les tests in vivo précoces seraient dans ce cas plus appropri€es.
Il est aussi important de noter qu’en plus des tests d’évaluation du risque de crises, les études
de sécurité concernant la core battery doivent €tre adaptées s’il est nécessaire d’inclure le suivi

comportemental ou I’EEG.

Les études de risques liés a la cible sont entreprises avant toute synthese de composés dans les
phases précoces du développement. Si la cible est mise en cause, des tests in vitro comme
I’€électrophysiologie sur tranche de cerveau ou le test zébrafish seront a envisager. Dans le cas
par exemple, d’études de nouvelles cibles, la littérature scientifique peut se révéler insuffisante
pour effectuer correctement les études de cibles ; il s’agira alors de prendre en compte les
anomalies repérées lors des tests de comportements ou lors des études in vivo DMPK. 11 est
noté qu’une seule observation d’un signe de convulsion ne va pas amener systématiquement a
une évaluation du risque de crises. En revanche, si I’observation de cet effet a ét€ remarqué au
cours d’une étude menée un grand nombre d’animaux, allant d’une espece animale a une autre,
avec des doses proches des doses thérapeutiques, cela peut entrainer a effectuer des études
spécifiques du risque de crises afin de « dérisquer » cet effet chez I’homme. Ces observations

peuvent aussi amener a faire des études précoces sur des modeles in vitro.

Un risque de crises peut €tre suspecté grace aux études de profil pharmacologique, effectuées
en routine apres identification des molécules dites « lead ». Si une faible liaison aux cibles
impliquées dans le risque de crises est observée, les études réglementaires décrites dans les

lignes directrices ICH S7A et ICH M3 sont entreprises.
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Si les études de liaison indiquent une forte affinité de la molécule aux cibles impliquées dans
le risque de crises (cf. Table 4), cela amenerait a investiguer ce risque a travers la cascade
d’étude décrite en figure 28. Dans quelques cas, le risque de crises peut ne pas €tre identifié
avant les études réglementaires, dans ce cas, des études spécifiques du risque de crises devraient
étre réalisées pour mieux définir le mécanisme d’action de la molécule en question, mais aussi
sa marge de sécurité. L’évaluation du risque de crises devrait prendre en compte les résultats

des différents tests dont les propriétés pharmacocinétiques (ex : la pénétration de la BHE)

Si la marge de sécurité est jugée correcte, le candidat-médicament peut progresser jusqu’aux
phases cliniques ; cependant il n’y a pas de directives réglementaires sur 1’acceptabilité de la
marge de sécurité concernant le risque de crises, cela dépend de I’indication thérapeutique et
de la population cible. Les crises induites par les médicaments sont des effets complexes qui
sont généralement évalués tardivement au cours du développement (études in vivo
comportementales). Il y a donc une pression pour identifier ce risque précocement tout en
utilisant autant de ressources qu’avec les approches traditionnelles en in vivo. L’approche
décrite par Astra Zeneca privilégie les protocoles d’électrophysiologie qui sont plus sensibles
mais peu exploités dans 1’évaluation du risque de crises épileptoides a ce jour, ceci permettrait
en plus de réduire ’utilisation d’animaux. Le but de cette approche est d’identifier précocement
le risque de crises, soit de réduire ’incidence des signes de convulsions lors des études
toxicologie réglementaires. En identifiant de maniere précoce ce risque, les volontaires sains et
les patients seront mieux protégés tout en évitant 1’interruption de la mise sur le marché due a

I’apparition de convulsions'*.

VI.  DISCUSSION ET CONCLUSION

La pharmacologie de sécurité propose plusieurs stratégies pour identifier le risque de crises
au cours du développement. Il s’agit d’une préoccupation importante dans ce domaine puisque
ce risque représente 1’une des causes d’effets indésirables graves ou de mortalité au cours des
essais cliniques. En 2000, les guidelines ICH S7A concernant les études de pharmacologie de
sécurité pour les médicaments humains ont été publiées. Ces textes réglementaires ont pour but
de protéger les patients en phase III et IV des effets indésirables potentiels du médicament et
de réduire I'utilisation inutile d’animaux ou d’autres ressources. Cependant, les tests de
pharmacologie de sécurité réglementaires arrivent tardivement dans le développement du

médicament. En effet, c’est au moment des études de pharmacologie de sécurité réglementaires
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que les effets indésirables surviennent et impactent le développement des candidats
médicaments. Les effets indésirables qui affectent le systeme cardiovasculaire (arythmies,
infections myocardiques, valvulopathies) et le SNC (effets neurologiques, psychiatriques et
abus) représentent 34% et 11% des médicaments retirés du marché, dans les années 1990 a
2009 respectivement®. On estime que ~ 75% de 1’ensemble des effets indésirables survenant
chez ’Homme peuvent étre identifiés dans les phases précoces du développement préclinique
s’il y a une recherche qui est mise en place systématiquement sur des modeles valides. C’est la
raison pour laquelle des études de pharmacologie de sécurité exploratoires sont proposées.
Grice a cette investigation précoce, les risques liés a la sécurité des candidats médicaments sont
minimisés®®.

Les études de pharmacologie de sécurité exploratoires du SNC ont été mises en place
pour évaluer I’habilité des candidats médicaments a moduler les mécanismes physiologiques
connus. Par conséquent, lors des phases de sélection et d’optimisation des candidats
médicaments dits «lead », les risques neurotoxiques potentiellement liés aux cibles
moléculaires pharmacologiques et qui sont impliquées dans 1’activité proconvulsivante (entre
autres addiction, anxiété, dépression, apprentissage et mémorisation, douleur et nociception,
fonctions motrices, sommeil et veille, effets psychomimétiques, dyskinésie, sédation et
psychostimulation) peuvent €tre identifiés. L’étude du profil pharmacologique est importante
afin de déterminer la suite des tests a entreprendre. En effet, les effets indésirables résultent des
effets pharmacodynamiques et particulierement des interactions « off-target » (interactions de
la molécule avec des sites différents du site d’action primaire) qui pourraient étre identifiées
précocement lors de 1’investigation du profil pharmacologique. Cette étape de recherche devrait
étre prise en considération et recommandée par les autorités réglementaires dans le
développement d’un médicament. Par la suite, si des effets sur le SNC sont révélés sur les
candidats médicaments dits “hits”, une évaluation du risque neurotoxique devrait étre

envisagée.

Les modeles in vitro sont aussi intéressants pour orienter les études in vivo. Les cultures
de neurones, particulicrement celles a partir d’IPSCs sont maintenant trés en vogue pour
I’évaluation de la toxicité et du mécanisme d’action. Elles présentent une meilleure
correspondance physiologique par rapport aux cellules de lignée et fournissent davantage de
données par rapport aux cellules primaires. De plus, les IPSCs dérivés de cellules humaines

combinées aux cultures 3D présentent un meilleur potentiel puisqu’elles fournissent un modele
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in vitro plus relevant pour étudier les tests de médicaments et mieux connaitre la

physiopathologie des crises.

Les modeles ex vivo comme 1’électrophysiologie sont limités dans 1’extrapolation des
résultats aux conditions in vivo; les tranches de cerveau manquent de circulation systémique
qui peut contribuer a 1’étiologie d’une crise (ex : réseau neuronal, hormones, température,
métabolisme etc...). De plus, 'interprétation des données issues de ce test repose sur la
comparaison des composés, impliquant ainsi de tester en parallele des médicaments de
référence. Par conséquent, les résultats obtenus sont généralement d’ordre complémentaires et
ne se substituent pas aux données obtenues en in vivo ; les résultats permettent de guider les
études précliniques qui s’ensuivent, surtout si un risque de crises a été identifié. Ce modele
constitue une approche éthique pour les études in vivo des phases de discovery précoces*!.

Par rapport aux modeles in vitro, les modeles in vivo offrent la possibilité d’étudier la
pharmacocinétique (études DMPK) et d’approfondir le profil de sécurit¢ des candidats
médicaments. Pour les études de pharmacologie de sécurité exploratoire, les larves de zébrafish
constituent un intérét car elles permettent d’évaluer la toxicité organique. Grace a leur petite
taille, les embryons et larves de zébrafish a 5j post-fertilisation peuvent étre disposées dans des
plaques 384 puits, ce qui permet un criblage rapide de nombreux composés (criblage a haut
débit). Le modele de zébrafish présente 1’avantage de fournir des données rapidement comme
les tests in vitro. De plus, les embryons et larves de zébrafish peuvent étre utilisés pour étudier
les risques sur les systémes vitaux (appareil cardiovasculaire, SNC et systeme respiratoire) et

non vitaux (gastrointestinal...) de I’organisme3.

Pour continuer dans les études réglementaires, les candidats médicaments qui ont été durement
sélectionnés doivent suivre les tests recommandés par I’'ICH S7A. De plus, si le médicament a
développer est indiqué dans les pathologies du SNC ou dans d’autres systemes physiologiques,
mais qui présenteraient des effets sur le SNC, celui-ci devrait suivre des études préliminaires
d’abus et de pharmacodépendance selon le Comité des Médicaments a usage Humain (CHMP)
et leur guideline « Investigations précliniques de la pharmacodépendance potentielle des
médicaments». De maniere générale, ceci implique de caractériser le potentiel de
pharmacodépendance en évaluant la pénétration des substances a travers la BHE, d’effectuer
des études de liaisons récepteur-ligands (profil pharmacologique), d’utiliser des modeles
cellulaires, d’étudier la libération des neurotransmetteurs et leur furn-over et d’utiliser des
modeles in vivo pour évaluer ’activité du SNC. Selon les résultats obtenus, les études

spécifiques et réglementaires soient les tests d’Irwin ou de FOB devraient étre effectués pour
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réduire la probabilité d’échec en phase clinique®. Ces tests neurocomportementaux ont
I’avantage d’étudier un large panel de parametres relevant du SNC mais aussi d’autres systemes
(par exemple le systeme respiratoire avec 1’observation de la respiration de 1’animal) mais
peuvent se révéler insuffisant pour 1’étude seule du risque de crises. L’effet du candidat
médicament n’est évaluée qu’apres une administration unique, il n’est donc pas possible de

détecter des crises suite a un traitement chronique ou a une polymédication.

Les modeles animaux autres que les tests d’Irwin ou de FOB permettent de fournir
davantage de données de sécurité précoces d’ordre pharmacodynamique sur les systémes
vitaux. De plus, il est possible de mesurer en continu plusieurs parametres comme la pression
sanguine, le rythme cardiaque, le rythme respiratoire, la température et 1’activité locomotrice
sur les animaux libres grace a la télémétrie et a la pléthysmographie. Ainsi, les modeles animaux

permettent de collecter de nombreuses données de sécurité précoces sur les 3 systemes vitaux3®.

Les convulsions, lorsqu’elles sont observées au moment des études précliniques,
indiquent que la molécule en question présente déja un potentiel convulsivant. Cependant,
comme nous 1’avons vu, les crises ne se manifestent pas toujours en clinique, ce qui nécessite
de pratiquer I’EEG lors des études précliniques afin de corréler aux observations cliniques par
le biais de I’activité électrique du cerveau. L’EEG permet de détecter si les candidats
médicaments présenteraient un effet sur I’activité électrique neuronale (avec ou sans signes
cliniques) et d’étudier la corrélation potentielle entre les tremblements, entre autres signes
cliniques, et I’activité électrique anormale. Cet examen permet aussi de définir la nature des
tremblements. Les observations cliniques incluant 1’ataxie, les secousses de la téte, le
nystagmus, l'inclinaison de la téte et nausée/vomissement peuvent €tre des signes d’un
syndrome vestibulaire induit par les médicaments. Le syndrome vestibulaire peut étre
semblable aux signes cliniques liés a une crise, I’EEG peut ainsi servir a différencier les crises
de la toxicité vestibulaire induite par les médicaments. Différencier ces deux signes présente un
impact sur les études de pharmacologie de sécurité puisque les crises sont considérées comme
un effet indésirable menacant tandis que le syndrome vestibulaire ne I’est pas.

De maniere alternative, une activité électrique anormale « seizure-like » peut €tre
facilement induite sur des modeles in vitro, par des médicaments dont le potentiel épileptoide
est connu. Néanmoins, méme s’il y a des correspondances entre les données in vitro et in vivo,
les méthodes in vitro ne devraient pas se substituer aux modeles in vivo particulierement parce

qu’il n’est pas possible d’adresser des effets du SNC spécifiques comme les tremblements. Il
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s’agira plutdt d’associer les modeles in vitro aux autres modeles utilisés dans la pharmacologie

de sécurité*.

Number of compounds

0.5-3x10° 3-10 104 <10 1-2 0.1
Target Hit Hit Lead Optimized Clinical Clinical Approval
selection finding validation optimization candidates -, GIEICE development process
Exploratory Safety Pharmacology Regulatory Safety Pharmacology
/' Risk identification by applying: / To apply S7A and S7B recommendations for
In silico safety assays i determining clinical candidate safety via:
Mapping biological pathways In vitro and in vivo GLP compliant assays

General binding profiling To contribute to clinical protocol preparation

for adverse effect identification in humans

Main tasks Risk (safety margin) determination by applying:
i In V{'fo assays % To propose biomarkers for potential human
In vivo assays i adverse effect pick-up
: Rapid generation of above information To perform risk management studies for
i lo orient chemical synthesis : adverse effects discovered before and during

;. clinical studies

Figure 29. Cycle de découverte, sélection et développement d’un médicament. Le nombre
de composés indiqués est approximatif et dépend de nombreux facteurs (structure chimique,
classe thérapeutique, innovation...). Les taches principales des études de pharmacologie de

sécurité exploratoires et réglementaires sont listés sur la figuress.

Le fort taux d’attrition, dii aux effets indésirables sur le SNC, a conduit au besoin
d’effectuer plus de tests de sécurité sur ce systeme avant 1’arrivée des €études cliniques. Les
effets épileptoides suite a la prise d’'un médicament représentent plus précisément 20% des
facteurs d’attrition ou de retrait de développement d’un médicament™.

Entre les années 60 au début des années 2000, les molécules qui ont exercé une action
sur le SNC ont représenté 31,4% des cas de retrait du marché des médicaments. En 1996, 1l y a
eu par exemple le retrait du marché du Minaprine®, un inhibiteur réversible la monoamine
oxidase-A (IMAO-A) indiqué dans le traitement de la dépression, car des convulsions étaient
observées en clinique®® *'. Dans le tableau suivant sont répertoriés les différents médicaments

connus pour induire des crises :
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* Bupropion 23%

* Other 12%
* Antidepressants — other 9%
* Dyphenhydramine 8%
* Tramadoi 8%
* Tricyclic antidepressants 8%
* Amphetamine %
* Isoniazid 6%
* Veniafaxine 6%
* Antipsychotic 5%
* Cocaine 5%
* MDMA 3%

Source: Thundiyil JG, Keamey TE, Olson
KR. The evolving epidemioiogy of drug
induced seizures reported to s poison
cortrol center system. J Med Toxicol
2007;3:15-19.

Figure 30. Médicaments induisant des crises épileptoides®

Lorsque des crises sont observées en clinique, il advient de surveiller ce risque suivant plusieurs
aspects : éducations du patient et du personnel soignant, surveillance en phase IV du
développement pharmaceutique ou retrait du médicament. Par exemple, le Bupropion, un
antidépresseur monocyclique, a été retiré du marché aux Etats-Unis en 1986 suite 2 la survenue
de crises en clinique mais a été réintroduit sur le marché en 2007 pour son indication principale.
Des études prospectives et rétrospectives ont été réalis€es sur 10 575 patients traités au
Bupropion et il a été rapporté 1’apparition de crises convulsives chez 0,3% de ces patients. Des
essais randomisés sur 4262 patients ont aussi montré que 34 d’entre eux (soit 0,8%) avaient des
crises associées a un traitement au Bupropion®. Le Bupropion est le médicament qui favorise
le plus le début d’une crise (23%)%. A ce jour, 16% des médicaments (parmi 462 médicaments)

présentant une neurotoxicité (dont les crises) sont retirés du marché®?.

Le manque de standardisation dans la stratégie d’évaluation du risque de crises, marqué par le
manque de recommandations de la part des autorités réglementaires, n’aide pas dans
I’évaluation de ce risque. En effet, 'ICH S7A n’a pour seule exigence qu’une évaluation
neurocomportementale et motrice dans la batterie de tests a effectuer au cours des études de
pharmacologie de sécurité et ne demande pas de tests spécifiques pour la détection du risque de
crises épileptoides. C’est aux industriels d’adapter leur propre procédure parmi les différentes
méthodes d’évaluation du risque de crises afin d’assurer que leur candidat médicament soit

dépourvu de risque.

En facilitant I’identification du risque de crises grace a une stratégie d’évaluation

précoce et standardisé€e, cela permettrait d’améliorer et raffiner la sécurité des candidats
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médicaments avant ’arrivée des études précliniques in vivo qui sont trés colteuses et
contribuerait aussi a une diminution de I’utilisation des animaux dans ces études. Le but
primordial est de réduire le taux d’attrition des candidats médicaments et d’augmenter la

sécurité des essais cliniques.
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Annexe

Annexe 1. Tableau récapitulant les mécanismes d’action des composés décrits dans la

partie des cultures de neurones 2D et 3D.

Diazépam Modulateur allostérique du récepteur GABA 5
Bacloféene Agoniste des récepteurs GABAg
Carbamazépine Bloque les canaux voltage-dépendants Na*

Phénytoine (dilantin)

Bloque les canaux voltage-dépendants Na*

Gabapentine Apparenté au GABA, n’a pas d’action GABAergique directe
Ne bloque pas I’action du GABA

Ethosuximide Bloque les canaux calciques de type T

Kainate Agoniste des récepteurs kainate

Lidocaine Bloque les canaux voltage-dépendants Na*

GABA Agoniste endogene des récepteurs GABA

Halopéridol Antagoniste des récepteurs de la dopamine D,

MK-801 Antagoniste des récepteurs NMDA
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Annexe 2. Représentation simplifiée des principales étapes de la mise au point d’un

candidat médicament

Conception
Syntheése

Etape 1

Evaluation
préclinique
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