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Introduction

Nos sociétés occidentales, développées avec un certain niveau de vie, ont vu un
phénomeéne apparaitre progressivement depuis les années 50, a savoir une augmentation
rapide de I’espérance de vie surtout chez les plus de 60 ans.! 1l en découle que des maladies
liées a I’age prennent plus d’importance en santé publique et c’est en particulier le cas des
démences séniles. La premiére maladie responsable de ces démences est la maladie
d’Alzheimer (MA), a laquelle de plus en plus de personnes et de familles sont confrontées.
Dans la MA, il n’existe aucun traitement étiologique et le besoin d’en développer se fait
ressentir. Des voies de recherche s’axent autour du peptide APi-42, trés présent dans les
plaques séniles que 1’on observe sur les coupes de cerveau de patients décédées. Ainsi, de
nombreuses molécules ont été développées afin d’empécher ce peptide de s’agréger et donc

de former des espéces toxiques pour les neurones.

Le role de la chimie de synthése dans le développement de nouvelles thérapeutiques
semble se faire de plus en plus discret notamment avec I’expansion des biotechnologies. Or,
c’est justement dans un contexte de maladies émergentes (épidémies virales comme la
COVID-19, ou encore les bactéries multirésistantes) ou d’augmentation de maladies
auparavant mal connues et dont I’incidence augmente (maladies neurodégénératives), qu’il est
important d’étoffer I’arsenal thérapeutique par tous les champs de la recherche scientifique et
biomédicale. Les peptidomimétiques sont une catégorie de molécules intéressantes car elles
permettent de faire rentrer des considérations pharmacocinétiques (ADME) en amont du
développement de nouvelles structures chimiques. En effet, leur similarité de structure avec
les peptides rend les prévisions sur leurs caractéristiques pharmacocinétiques plus précises.
C’est une évolution qui permet d’éviter le refoulement de nombreux candidats médicaments a
des étapes ultérieures du développement de médicaments, permettant potentiellement de
perdre moins de temps sur les phases précliniques et donc de diminuer les codts financiers du

développement de nouveaux médicaments.
Je développe cette thése en trois parties. Une premiere partie portera sur la MA, ses

causes et ses mécanismes. Une deuxieme partie sera axée sur I’état sanitaire dans le monde et

en France, ainsi que sur les traitements disponibles et ceux en voie de développement. Et
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enfin, une derniére partie orientée sur un exemple de famille chimique, les

peptidomimeétiques.

La premiere partie est dediée a une description de la MA au travers de thémes
fondamentaux. La pathologie est connue et étudiée depuis plus de cent ans, et pourtant, il
existe encore des incertitudes et approximations sur les mécanismes qui provoguent
I’apparition des troubles cognitifs. De la description biochimique des protéines
amyloidogéniques jusqu’a la toxicité neuronale engendrée par les produits d’agrégation, de

nombreuses disciplines interviennent pour expliquer le fonctionnement de la MA.

Aprés une description des bases de la biochimie et de la physiopathologie de la MA, il
me semblait important d’aborder dans une partie indépendante, les aspects médicaux
(diagnostic, suivi, traitements) pour mieux cerner I’état de la médecine actuel dans le
traitement et la prévention de cette maladie. En effet, celle-ci est orpheline de traitement
étiologique a I’heure actuelle et I’arsenal médicamenteux est plus que limité. Il n’y a que
quatre substances commercialisées, toutes déremboursées pour manque d’efficacité. En
contrepartie, nous verrons que I’état de la recherche est prolifique en études de tous genres,

mais qu’elles échouent a fournir des médicaments sur le marché, depuis environ 30 ans.

Dans la derniere partie, j’aborderai un aspect particulier de la recherche en chimie
médicinale qui est celle du développement d’une famille de nouvelles substances inhibitrices
de I’agrégation du peptide ABi-42. En effet, c’est I’un des axes de recherches les plus étudiés
ces dernieres années, malgré leurs résultats assez peu probants. Je présente ici des aspects
importants a prendre en compte en chimie medicinale, tel que la synthése peptidique ou
encore la chimie du fluor, en plus des méthodes d’évaluations de I’efficacité des composés
synthétisés. En 2017, Goyal et ses co-auteurs présentaient une revue des peptides et
peptidomimeétiques développés depuis la fin des années 90. J’ai choisi de me baser sur leur
classification et de reprendre les composés qu’ils y présentent tout en apportant un regard
différent. En revanche, ne seront pas abordés les peptides avec des acides aminés naturels et
les peptidomimétiques testés uniquement sur ABi-s0. Cette derniere partie permettra d’estimer

un peu plus précisément I’intérét de ce type de recherche.
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J’essaie dans cette thése de décrire de nombreux aspects du sujet en faisant intervenir
divers domaines (biochimie, chimie, santé publique, ...) et j’espére pouvoir montrer pourquoi

un tel sujet mérite d’étre étudié.
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Partie | : La maladie d’Alzheimer, une pathologie complexe

1.1 Physiopathologie de la MA
1.1.1 Démences et amyloses (amyloidosis)
1.1.1.1 Premieres descriptions de la MA
Alois Alzheimer, psychiatre clinicien et neuroanatomiste allemand (1864-1915) a

décrit pour la premiére fois un « processus morbide sévére et étrange du cortex cérébral »

en 1906, lors du 37°™ congrés des psychiatres allemands du sud-ouest a Tiibingen.?

Figure 1 Alois Alzheimer en 1909.

Le concept de démence sénile datait déja de I’époque de 1’antiquité grecque, il y a
2500 ans. Avec le temps, une notion plutdt vague de déclin mental lié a ’age est devenue une
catégorie de pathologie distincte et décrite par des démarches expérimentales détaillées, en
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particulier par des descriptions histologiques.?® Aujourd’hui, les démences sont décrites
comme une défaillance de la mémoire récente et d’autres fonctions cognitives, passant
inapercue au début mais progressant de fagon réguliere. La maladie d’Alzheimer fut décrite
au travers d’observations de coupes histologiques dont la premiére observation menée par
Alois Alzheimer provenait de coupes de cerveau d’une femme agée de 50 ans atteinte de
démences et décédée en 1906. Il observa des altérations histologiques qui seront plus tard
décrites comme des plaques séniles et des enchevétrements neurofibrillaires. Si ces
observations ne firent que peu de bruit au début du XIX®™ siécle, elles finirent par prendre de
I’importance et aujourd’hui, la MA est une maladie considérée comme une problématique de

santé importante, au méme titre que la maladie de Parkinson.

Figure 2 Dessin d'un étudiant d'Alzheimer, Gaetano Perusini, représenant des neurones a différents stades
d'altération neurofibrillaires, dont la sévérité croit de gauche vers la droite. L’ image la plus a droite montre une

cellule gliale empiétant sur les restes fibrillaires d’un neurone.®
Les particularités histopathologiques de la MA sont au nombre de trois :*°
o Un amas de filaments du cytosquelette a I’intérieur du neurone appelés enchevétrements

neurofibrillaires (NFT). Ils sont principalement constitués d’une protéine hautement

polymérisée, la protéine Tau.
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o Des dépdts extracellulaires d’une protéine anormale de la matrice (le peptide amyloide

issu du clivage de I’APP), qui forment des plaques séniles (SP).

o Une perte diffuse des neurones.

Enchevétrement neurofibrillaire

Plaque amyloide

Figure 3 (A) Coupe histologique du cortex cérébral d’un patient atteint de la MA, montrant les plaques
amyloides et les enchevétrements neurofibrillaires caractéristiques. (B) Distribution des modifications
pathologiques (enchevétrements neurofibrillaires, plaques amyloides, perte de neurones et réduction de la
substance grise) lors de la MA. La densité des points est proportionnelle a la gravité des signes

pathologiques.*

Ces particularités histologiques se retrouvent principalement dans le néocortex, dans
les structures limbiques (notamment I’hippocampe, I’amygdale et les aires corticales
associées comme le cortex entorhinal) ainsi que dans certains noyaux du tronc cérébral et

dans les noyaux du télencéphale basal (a la base des hémispheéres cérébraux) (figure 3).
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1.1.1.2 Description et classification des amyloidoses

La maladie d’Alzheimer, fait partie des amyloses, aux cotés d’autres pathologies trés
connues, comme la maladie de Parkinson, le diabéte de type Il, la chorée de Huntington, la
maladie de Charcot (ou sclérose latérale amyotrophique) et les maladies a prions. Les
amyloses sont décrites comme une accumulation extracellulaire de protéines fibrillaires

anormales.

Il existe autour de 25 protéines qui entrent dans cette catégorie et leur agrégation en
fibrilles entraine la formation de dépots amyloides, autrement appelés substance amyloide.
Ces protéines sont dites amyloidogéniques. Ces dép6ts peuvent étre présents de facon
systémique dans un grand nombre d’organes ou de facon localisée dans un organe isolé, et les
organes touchés vont dépendre du type d’amylose. La substance amyloide est caractérisée par
ses affinités avec certaines teintures (comme le rouge congo) et par la structure des protéines
qui la composent en fibrilles rigides de 10 a 15 nm de diametre. De plus, elle est composée a
90~95% de protéines fibrillaires, et a 5~10% de glycoprotéines. La substance amyloide
possede une affinité pour les teintures comme le rouge Congo (dép6ts rouges dans la figure 3
(A)), et cette propriété a permis de montrer la présence de cette substance dans le

compartiment extra-cellulaire des tissus sur les coupes histologiques (figure 3).5°

Les protéines amyloidogéniques sont issues de protéines normales de 1’organisme et
C’est leur nature biochimique qui va déterminer le nom de 1’amylose. On peut citer comme
exemples I’amylose type AL (ou amylose immunoglobulinique) qui correspond aux chaines
légéres d’immunoglobulines, ou encore I’amylose type AA (ou amylose inflammatoire) qui
correspond a une protéine sérique produite dans la phase aigué de I’inflammation, produite en

exces dans certaines affections inflammatoires chroniques.

La maladie d’Alzheimer est considérée comme une amylose localisée dans le systeme
nerveux central. Le peptide impliqué pour la formation de la substance amyloide contenue
dans les plaques séniles est le peptide p-amyloide qui lui-méme provient de I’APP (amyloid
precursor protein), dont le gene qui I’exprime est situé sur le chromosome 21. On pourrait
d’ailleurs incriminer le méme type de dépbt dans les cas de trisomie 21 (Syndrome de

Down).® Aussi, on retrouve des protéines Tau hyperphosphorylées agrégées en NFTs, ce
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qui indiquerait que la MA n’est pas spécifiguement une amyloidose, mais aussi une

tauopathie, puisque les processus physiopathologiques font intervenir ces deux protéines (cf

partie 1.1.2).1°

Tableau 1 : Différents types d'amylose.®

Localisation Association clinique Protéine(s) fibrillaire(s)
Amylose Myélome, lymphomes B Domaine variable de la chaine
systémique légére des immunoglobulines
(AL)
Inflammation chronique Protéine myéloide sérique (AA)
Fievre méditerranéenne Protéine myeéloide sérique (AA)
familiale
Neuropathie familiale Transthyreétine (pré-albumine)
Associée a la dialyse -2 microglobuline
Amylose Amylose cardiaque Transthyreétine (pré-albumine)
localisée sénile

Carcinome médullaire de

la thyroide, insulinome

Diabete de type 1l

Maladie d’Alzheimer,

syndrome de Down

Angiopathie cérébrale

Peptide lié au géne de la

calcitonine

Amyline (IAPP)

APP : Tau

APP
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1.1.1.3 Processus de formation de la substance amyloide

Pour bien comprendre la formation de la substance amyloide, il est important de
décrire les processus impliqués qui ont été identifiés pour déterminer, in fine, les stratégies de
recherches, détaillées plus tard dans cette thése. Une fois les protéines amyloidogéniques
identifiées, il faut connaitre leurs structures et leur origine en détail. Ainsi, cela permet

d’élucider les processus d’agrégation et de formation des fibrilles amyloides.

Mais tout d’abord, il convient de définir ce qu’est une protéine et quelles structures

seront impliquées dans les amyloidoses, et en particulier dans la MA.

1.1.1.3.1 Structure tridimensionnelle des protéines

Les protéines sont un type de macromolécule biologique principalement constitutive
des organismes vivants, occupant des rbles multiples dans leur structure et leur
fonctionnement (en tant qu’hormones, enzymes, neurotransmetteurs, protéines de transport,
anticorps).!* On peut déja distinguer les protéines globulaires des protéines fibrillaires,
méme s’il existe aussi des protéines mixtes, possédant une partie fibrillaire et une partie
globulaire. Les protéines globulaires ont une forme sphéroide, et sont solubles dans I’eau,
tandis que les protéines fibrillaires sont filiformes et hydrophobes. La ou les protéines
fibrillaires occupent un réle structural ou protecteur (kératine, collagéne par exemple), les
protéines globulaires occupent des fonctions plus larges (immunoglobulines, enzymes ou

encore neurotransmetteurs).

La structure d’une protéine se décrit au travers de 4 aspects, les structures primaire,
secondaire, tertiaire et quaternaire. A noter que seules protéines globulaires possédent une
structure tertiaire et quaternaire. De plus, les protéines ne sont pas des structures figées et
leurs structures se voient modifiées, comme lors de la fixation d’un ligand (théorie de

I’ajustement induit).2
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» Lastructure primaire :

Elle fait état du nombre, de la nature et de la position des acides aminés (aa) reliés
entre eux par une liaison peptidique, ou fonction amide, au sein d’une chaine peptidique plus
ou moins longue. Il existe 21 aa (annexe 1) que I’on retrouve chez I’Homme, tous de
conformation L. Le sens de lecture de la chaine d’acides aminés se fait a partir de I’aa qui
possede sa fonction amine libre (celle rattachée au Ca), constituant I’extrémité N-terminale,

vers I’aa avec sa fonction carboxylique libre, constituant I’extrémité C-terminal (figure 4).

Un peptide composé de moins d’une dizaine d’aa est qualifié d’oligopeptide par
opposition aux polypeptides, possédant une chaine plus longue. Les oligopeptides proviennent
plutt de réactions enzymatiques, alors que les polypeptides, proviennent de la traduction
d’ARNm. D’ailleurs, il est important de noter que la différence entre peptide et protéine tient
au fait que le terme de protéine s’applique dés lors que la chaine d’aa est replié correctement
(structure tertiaire) voir méme apres des modifications post-traductionnelles (structure

quaternaires).

MgN —CH—CO HN — CH —CO—HMN — CH—CO VN — CH —COOM
acide aminé | c R‘ Rl RI +1 Rn
§ o, [ N rOsIOu N N
0.132nm \ %
: R
c /
( acde aming (| + ! ¢
. -
C
\ /
Ri.1 Ri.

Figure 4 La liaison peptidique.**

La liaison peptidique s’établit entre la fonction carboxylique d’un premier aa et la
fonction amine primaire d’un deuxieme aa, afin de former une fonction amide et
s’accompagne de I’élimination d’une molécule d’eau. Un acide aminé engagé dans deux

liaisons peptiques n’est plus considéré comme un aa mais comme un résidu (figure 4). Grace
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a la résonnance des électrons © qui se délocalise entre la fonction carbonyle C=0 et la liaison
C-N, la liaison peptidique est a la fois stable, plane et rigide. En revanche, il existe une libre
rotation possible entre le Ca d’un aa et le C du carbonyle de ce méme aa (figure 4). Les deux
angles que forment les liaisons N-Ca et Ca-C sont respectivement symbolisés par les lettres ®
et ¥. Ces angles se mesurent par rapport au plan de référence N, Ca et C du carbonyle, et
peuvent prendre une valeur absolue allant de 0° a 180°. Une rotation de la liaison dans le sens
horaire est indiquée par un angle de signe négatif, tandis qu’une rotation anti-horaire est
indiquée par un signe positif. Toutes les valeurs absolues entre 0° et 180° ne sont pas
permises pour des raisons de gene stérique et celles qui le sont déterminent les structures

secondaires des protéines (figure 5).

> Lastructure secondaire :

La structure secondaire est liée a I’agencement dans I’espace d’un ensemble de
résidus entre eux au sein de la chaine peptidique dans le cas de protéines globulaires, ou
appartenant a des chaines différentes dans les protéines fibrillaires. Elles sont stabilisées par
des liaisons de faible énergie, ici des liaisons hydrogene, entre les C=0 et les N-H des

groupes amides (liaison peptidique).

Les protéines globulaires sont classees en fonction du type de structures secondaires
qu’elles possédent. Il existe une corrélation entre les angles @ et ¥, et le type de structure
secondaire, comme montré dans le diagramme de Ramachandran (figure 5).2 Le
rassemblement de structures autour de certaines valeurs d’angles ® et ¥ montrent que les
liaisons N-Ca et Ca-C se tordent de sorte a former des entités thermodynamiquement stables.
Les deux types de structures les plus stables sont les hélices a et les feuillets B, présentées par
Pauling et Corey dans les années 50.14%° C’est d’ailleurs autour de ces types de structures
secondaires que I’on peut classer les protéines globulaires selon qu’elles possédent
uniquement des hélices a, des feuillets B ou les deux en différents lieux de la chaine

peptidique.
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Figure 5 Diagramme de Ramachandran.'13

Détaillons un peu plus les structures secondaires d’intérét :

Hélice o : La chaine polypeptidique s’enroule autour d’un axe selon une hélice avec un
pas de vis droit, les chaines latérales en dehors de I’hélice (figure 6). Il existe des hélices
avec un pas gauche, mais elles sont beaucoup moins fréquentes car les aa étant de
conformation L chez I’Homme, les chaines latérales provoquent une géne stérique plus
importante. Une hélice a possede un pas de vis de 0,56 nm, un incrément de 0,15 nm par
résidu, avec 3,6 résidus par tour et environ 35 résidus par hélice. Les angles ® et ¥ ont
des valeurs négatives autour de -50° pour @ et autour de -65° pour W. Les liaisons
hydrogénes qui vont stabiliser I’hélice se forment entre le N-H donneur d’hydrogéne d’un
aa n avec le carbonyle accepteur d’hydrogéne, de I’aa n+4. Dans une hélice, tous les C=0
et N-H des liaisons peptidiques sont liés par liaison hydrogene. Ainsi, toutes les liaisons
peptidiques sont polaires et toutes les liaisons hydrogene pointent dans la méme direction,
faisant de I’hélice o un dipble avec une extrémité N-ter de charge positive et une extrémité
C-ter de charge négative. Tous les aa ne se retrouvent pas dans les hélices aa car certains
déstabilisent fortement le pas de I’hélice, comme c’est le cas de la proline, puisque la
rotation torsion N-Ca est impossible ou alors comme la glycine a cause de la chaine
latérale trop peu encombrante qui permet une rotation libre autour du Ca. En revanche,

ces deux aa font de bon initiateur ou terminateur d’hélice. A Pinverse des aa
23



déstabilisateurs, d’autres tels que I’alanine ou la leucine se retrouvent facilement dans une
hélice grace a leur chaine latérale de petite taille et non chargée.

C-terminal

= - 57°
= - 47°

36
résidus

Pas de I'hélice:
3,6 résidus
5,41 A

i
Liaison hydrogéne
résidus n et n+4

N-terminal

Figure 6 Schématisation de la structure d'une hélice o.
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Figure 7 Exemple de feuillet B, montrant des brins B disposés en antiparallele et en paralléle. En bas, exemple de

torsion de B-hairpin (feuillets p antiparalléles avec un coude).

o Feuillet B: Le feuillet B ou feuillet plissé B est la deuxieme structure reconnaissable des
structures secondaires.** En forme d’accordéon étiré, les chaines latérales des aa sont tour
a tour rejetés vers le haut ou vers le bas par rapport au plan de la liaison peptidique. Il se
compose de plusieurs brins B (des enchainements d’une dizaine de résidus) qui
s’organisent entre eux soit dans le méme sens de prolongation de la chaine peptidique
(parallele) soit dans le sens inverse (antiparallele) (figure 7). La stabilisation du feuillet
se fait par liaisons hydrogene, mais il arrive que des ponts disulfures interviennent. La

configuration la plus stable est le feuillet § antiparalléle, car les liaisons hydrogene y sont
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moins distordues. On peut aussi constater que dans les feuillets B paralléles, les liaisons
hydrogene permettent de former des anneaux de 12 atomes, tandis que les feuillets
antiparalleles, se forment des anneaux de 10 et 14 atomes qui S’alternent. Les valeurs
prises pour I’angle ® et ¥ sont comprises entre -139° et 135 dans des feuillets
antiparalléles, et d’environ -120° et 115° dans des feuillets p paralléles. Les liaisons
hydrogenes sont sur les méme plan théoriquement, mais les chaines latérales des résidus

peuvent induire une torsion du feuillet g (figure 7).

&i‘ L TypeI ’Q ‘Q Type II Q&Qg Type II

rf} 3’0

@ y
o ’. 09;0 “u® o’ »‘

O “~ ’ LN e O % / o

Figure 8 Types | et Il de coudes B. En jaune, liaison hydrogéne ; en vert, chaine radicale.

o Coude : Une protéine globulaire ne peut pas adopter une forme sphérique, si elle dispose
seulement d’hélices o et de feuillets B, qui sont des structures linéaires. C’est la
gu’interviennent les coudes, classés par types dépendant du nombre de résidus qu’ils
comprennent, le plus courant étant le coude B. Celui-ci permet donc un changement de
direction de la chaine peptidique, mais est aussi impliqué dans la reconnaissance
moléculaire.® Un coude B est composé de 4 résidus, et implique une liaison hydrogéne
entre le carbonyle d’un n**™ résidu avec le NH du résidu n+3. Aussi, les coudes p sont
classés en plusieurs types selon le type d’angle @ et W, allant de I a VIII, les types | et Il
étant les plus freguemment rencontrés. Les résidus les plus souvent retrouvés dans les
coudes B sont des résidus hydrophiles, comme la glycine, la sérine, la proline, I’asparagine
et I’acide aspartique. Cela s’explique par le fait que les coudes sont plus souvent au
contact du solvant, ici I’eau. Cela dit, la position du résidu dans le coude va beaucoup
influencer la nature de celui-ci. Ainsi, la proline se trouve souvent en position 2 (figure 8
(C)), la cystéine en 1, la glycine en 3 et 4, et I’asparagine et I’acide aspartique en position
1 et 3, tandis que la sérine n’a pas de position préferentielle. On peut voir que la différence
entre les types | et 11 se situe au niveau des angles de torsion sur les résidus 2 et 3. Dans le
type I, le résidu 2 prend un angle ¥ de -30° et le résidu 3 un angle ® de -90°, tandis que
dans le type Il, ces angles sont respectivement de 120° et 80° (a noter que les types I’ et
I’ ont le signe de tous leurs angles inversés).}” Les autres types de coudes peuvent
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comprendre de 2 jusqu’a 5 liaisons peptiques au sein de la structure, 2 étant trés peu stable

d’un point de vue stérique.

Une conformation de plusieurs résidus qui ne correspond a aucune structure

secondaire est appelée pelote statistique ou « random coil ».

Ces types de structures secondaires se retrouvent dans toutes les protéines, et certaines
successions de structures se retrouvent plus fréquemment que d’autres. Celles-ci sont appelées
structures super-secondaires. Parmi ces structures, une en particulier nous intéresse ici, a

savoir les épingles a cheveux p ou « B-hairpin ».

Les B-hairpins sont des motifs B qui associent deux brins B antiparalleles liés par un
coude (figure 9). lls constituent un type de structure super-secondaire trés important qui relie
les autres structures secondaires. ® Les B-hairpins interviennent tot dans la formation de
feuillets B plus étendus. On les peut retrouver par exemple dans les analogues de gramicidine
(antibiotiques) ou dans la protéine G. Ces structures se forment plus lentement que les hélices
a, du fait qu’elles nécessitent la stabilisation coordonnée d’interactions hydrophobes entre les
chaines latérales des résidus. De plus, la formation de ces structures dépend de la capacité des
chaines a boucler, de la longueur de la boucle formée, et de la stabilisation par des
interactions dites « cross-strand » (interactions hydrophobes et liaisons hydrogéne entre les
brins B). Les B-hairpins se classent en plusieurs catégories selon le nombre de résidus formant
le coude et la nomenclature d’un f s’écrit X : Y tel que X prend la valeur du nombre de résidu
du coude et Y prend la méme valeur que X si le résidu apres le coude forme une liaison
hydrogene avec celui qui précéde le coude. La catégorie plus large regroupe des structures

avec des coudes B de type I’ et 11’ alors que les types sont bien plus rares.1%%
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Figure 9 Représentation schématique et exemples de p-hairpins 4:4 et 5:3.2

» La structure tertiaire :

La structure tertiaire fait référence a I’agencement des résidus éloignés entre eux au
sein de la chaine peptidique d’une protéine globulaire. Pour le dire plus simplement, c’est le
repliement sur elle-méme de la chaine peptidique entiére. Cette structure est stabilisée par des
liaisons de faible énergie, telles que les liaisons hydrogene, des ponts salins et les interactions
de van der Walls, mais aussi par des liaisons covalentes, comme les ponts disulfures (entre
deux cystéines). Le repliement suit certaines régles. Ainsi, les chaines latérales des résidus
hydrophiles se trouveront a I’extérieur tandis que les chaines latérales de résidus hydrophobes
se situeront dans une zone hydrophobe interne. Ce repliement est permis notamment par les
molécules chaperonnes, qui possédent d’autres roles divers, mais aussi par des enzymes
(rupture de ponts disulfures et isomérisation de résidus d’une configuration cis vers trans ou

inversement).

» Lastructure quaternaire :

La structure quaternaire d’une protéine globulaire est due a I’agencement dans
I’espace des différentes chaines polypeptidiques qui la composent. Elle définit donc la
structure supramoléculaire d’une protéine. Une protéine constituée de sous-unités identiques

est homopolymérique, tandis qu’une protéine avec des sous-unités différentes sera
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hétéropolymérique. Par exemple, le récepteur a I’insuline est une protéine hétérotétramérique
constituée de deux sous-unités o et deux sous-unités B. Les mémes types de liaisons
stabilisent les structures tertiaires et quaternaires (a I’exception des ponts disulfures, sauf
exception a I’exception). La fonction biologique d’une protéine nécessite la formation de sa
structure quaternaire car celle-ci détermine I’activité de la protéine par deux aspects. Le
premier des deux est le contrble de I’activité de la protéine, avec par exemple la protéine G
couplée a un récepteur transmembranaire, qui se dissocie lors de la fixation d’un ligand sur
celui-ci, permettant ainsi la libération de la sous-unité G, du dimére Gg,, qui serviront de
seconds messagers dans la transduction cellulaire. Le deuxiéme aspect est I’interactivité entre
sous-unités, au travers de d’effet coopératif (fixation d’un substrat qui augmente I’affinité des
autres sous-unités pour le substrat) et d’un effet allostérique (la fixation d’un effecteur va

modifier I’affinité pour un substrat).

1.1.1.3.2 De la protéine globulaire a la fibre amyloide

D’une fagon générale, les protéines impliquées dans les amyloidoses apparaissent
souvent repliées naturellement et I’agrégation peut partir par exemple d’une élévation de la
concentration protéique intracellulaire, elle-méme induite par des altérations génétiques.
Dans le syndrome de Down, par exemple, la copie supplémentaire du gene codant pour I’APP
explique la présence de plaques AP prématurément chez les individus atteints.?! La quantité
de protéine peut étre augmentée par une transcription altérée par un polymorphisme des sites
promoteurs liés aux génes exprimant ces protéines. Des modifications covalentes de ces
protéines peuvent aussi faciliter 1’agrégation, comme I’hyperphosphorylation dans le cas de
la protéine Tau. Enfin, le clivage protéolytique de protéines précurseurs est incrimine pour la

formation de nombreux peptides tels que les peptides APi-s0 et APi-42 dans la MA.Y’

Deux catégories permettent de classer les protéines amyloidogéniques (figure 10). La
catégorie 1 regroupe les protéines qui ne nécessitent que de modifier partiellement leur
structure tridimensionnelle, c’est-a-dire une légére modification de leur repliement, pour
s’agréger. La catégorie 2, elle, regroupe les protéines plus désordonnées, sujettes a une
structure riche en feuillets p. Au sein de cette deuxieme catégorie, deux sous-catégories se
dessinent, la premiére regroupant les peptides désordonnés résultant de I’endoprotéolyse de

protéines précurseurs (peptides AP par exemple) et la deuxiéme regroupant les peptides
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désordonnés ne nécessitant pas d’endoprotéolyse (protéine Tau par exemple). Ces dernieres

s’agrégent dans le compartiment intra-cellulaire et ce processus dépend de la concentration

en protéines ainsi que des modifications post-traductionnelles, telles que la phosphorylation

de certains acides aminés sur la protéine Tau.? 24

o

Trois processus permettent de décrire I’agrégation de protéines amyloidogéniques :

Une agrégation autour d’un noyau riche en énergie composé de peu de monomeres.
D’autres monomeéres s’agregent autour afin former un agrégat plus stable
thermodynamiquement. Ce noyau est généralement constitué d’oligomeres et de
monomeres, et ceux-ci prennent une structure « cross B-sheet » ou feuillets p antiparalléles
(figure 11).

Un changement de conformation des oligoméres. Plus précisément, il existe un équilibre
entre monomeéres et oligomeres hétérogenes (composes de différents monomeéres) et ces
derniers sont plus stables généralement que les monomeres, et peuvent donc s’organiser

en noyau puis en fibrilles.
La formation d’un monomére susceptible de s’agréger, a partir d’une protéine native

correctement repliée. Ce dernier processus ne permet pas de produire efficacement des

fibrilles et s’arréte a un stade assez précoce, dii a I’absence de noyau d’agrégation.
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NKGAII Amyloid- (3Q2X)* NKGAII Amyloid-f} (3Q2X)®

AIIGLM Amyloid-§ (2Y3J) MVGGVVIA Amyloid-j (2Y3K)

Figure 11 Exemples de séquences de peptides Af organisée en protofilaments, déterminées par diffraction
au rayons X. En bas a gauche sont représentés des protofilaments d’Ap en feuillets B paralleles (B-sheet)
tandis qu’en bas a droite sont représentés des protofilaments d’Ap en feuillets B antiparalléles (cross-p-

sheet). Les molécules d'eau sont représentées en bleu clair.’
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Au moyen de la diffraction aux rayons X et de la spectroscopie infra-rouge, il a été
permis d’observer que les fibrilles amyloides sont des filaments d’une largeur d’au moins 10
nm et d’une longueur de 0,1 & 10 um.”® La caractéristique clé est la présence de structures
B-cross que I’on peut définir tel que :

o un ruban est formé par des feuillets B placés en parallele de I’axe de la fibrille

(figure 11) dont les brins B, eux, sont perpendiculaires a I’axe ;

o les liaisons hydrogene au sein des feuillets  sont presque paralléles a I’axe.

L’agrégation de protéines est un mécanisme complexe impliquant diverses voies
d’agrégation et diverses protéines. Cela implique la formation d’intermédiaires et de
fibrilles avec des structures variées. De plus, ce processus d’agrégation est continu et dépend

d’un équilibre de concentration des agrégats entre les milieux intra et extracellulaires.

En définitive, la formation de la substance amyloide est un processus lent et
progressif sur plusieurs années et la présence de plaques séniles et d’enchevétrement ne peut
se détecter que post mortem. De plus, leur présence seule ne permet pas de déterminer si elles
sont en cause dans la maladie ou en sont la conséquence. Malgre tout, des hypothéses se sont
dessinées et diverses stratégies de recherche ont été deéfinies a différentes etapes du processus

de formation de la substance amyloide principalement, mais pas seulement.

1.1.2 Hypothéses étiologiques de la MA

La ou les causes exactes de la MA ne sont pas définitivement connues a ce jour, et
plusieurs hypothéses ont été émises. Ces hypothéses peuvent se compléter et impliquent :2

- P’acétylcholine ;

- la protéine Tau ;

- la cascade amyloide ;
- le stress oxydatif ;

- Pinflammation ;

- les hormones sexuelles.
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L’hypothése la plus développée dans cette thése sera celle de la cascade amyloide afin
de montrer le potentiel thérapeutique de diverses molécules mises au point pour stopper

I’agrégation du peptide AP1-2.

1.1.2.1 Protéine Tau

La protéine Tau (Tubulin-associated unit) fait partie des protéines associées aux
microtubules (MAP) codées par le géne MAPT et est principalement située a I’extrémité
distale des axones des neurones du systeme nerveux central (SNC). Il existe six isoformes
connues de la protéine Tau issu de I’épissage alternatif de I’ARNmM du géne Tau, et la
longueur de ces isoformes varie de 352 a 441 résidus. La protéine Tau est constituée de 2
domaines principaux, a savoir le domaine de projection Nter (amino terminal) et le domaine
d’assemblage aux microtubules Cter (carboxy terminal). Le r6le principal de la protéine Tau
est de stabiliser les microtubules axonaux des neurones, afin de réguler le transport

axonal.?’%

Dans certaines conditions pathologiques, comme la MA, la protéine Tau est
excessivement phosphorylée, jusqu’a trois fois par rapport a la normale. Parmi les enzymes
responsables, on peut citer la glycogen synthase kinase 3 p (GSK3p) ou encore la cyclin-
dependant kinase 5 (CDK5).2° Un certain nombre de kinase peut phosphoryler Tau et leur
suractivation peut étre causée par AP. L‘hyperphosphorylation entraine plusieurs
conséquences s’exprimant par une diminution de [I’activité neuronale. En effet, ces
conséquences sont une perte d’affinité de Tau pour les microtubules (figure 12), ainsi qu’une
répartition qui se décale des axones vers les dendrites et les corps cellulaires compromettant

ainsi son role dans le transport axonal, et enfin une capacité a s’agréger en NFT.2830
La protéine Tau s’agrége grace a deux séquences au sein de sa structure. Ce sont deux

hexapeptides, V2" QIINK et V3%QIVYK, autour desquels I’agrégation de Tau va s’initier ou

se prolonger, avec une plus forte propension a I’agrégation pour VQIINK .3
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Figure 12 Processus d'agrégation de la protéine Tau.%

Il est intéressant de noter qu’un lien peut étre établi entre certaines pathologies
neurodégénératives, comme cela pourrait étre le cas entre la MA et I’encéphalopathie
traumatique chronique, autrement appelée démence pugiliste.3334 Cette pathologie apparait
aprés des traumatismes craniens légers répétés, ou lors d’un unique traumatisme cranien
sévere, notamment chez les joueurs de football américains. Cette tauopathie est parfois
associee a des depdts amyloides, dont la distribution est cependant différente de celle

observée dans la MA.

Comme la seule présence de NFT ne suffit pas a développer de symptdmes
démentiels, il est plus pertinent de penser que la protéine Tau agit de concert avec AP dans la

toxicité responsable des symptdomes.

1.1.2.2 Cascade B-amyloide : espéces formées et toxicité neuronale

Le peptide A, en particulier sa version ABi-42 est la cause centrale de la progression
de la MA aux c6tés de la protéine Tau, et certains ions métalliques jouent aussi un réle. Cette
hypothése fut proposée pour la premiére fois en 1998 et connait aujourd’hui encore de
nombreuses investigations sur les mécanismes exacts qui conduisent a la formation de la

substance amyloide et ses intermédiaires.®

Le peptide AB provient du clivage protéolytique de I’Amyloid precursor protein
(APP) L’APP est une protéine transmembranaire qui s’exprime dans beaucoup de type de
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neurones. APP fait partie d’une famille de polypeptide et est constitué d’une longue partie
Nter extracellulaire, une partie transmembranaire et une courte queue Cter cytoplasmique. Les
différentes isoformes majoritaires sont au nombre de trois (de 695, 751 et 770 résidus) et ont
des localisations différentes, notamment I’isoforme APP695 qui se retrouve presque
exclusivement dans les neurones, tandis que les deux autres, APP751 et APP770, se
retrouvent dans les cellules non neuronales.® L’APP fait partie d’une famille de géne, les
amyloid precursor-like protein (APLP), qui partagent une certaine homologie sur la partie
Cter ectodomaine (AICD, qui ne fait pas partie des domaines principaux), mais possede une
plus grande variabilité sur la partie Nter extracellulaire, au niveau de la région Ap. Aussi,
différents domaines ont été élucidés, un domaine « growth factor-like » (similaire au facteur
de croissance), un domaine de fixation du cuivre, un domaine inhibiteur de protéase (sauf

sur APP695), un domaine central, et un domaine intracellulaire.

Il est encore difficile de décrire précisément le réle physiologique d’APP.3®
Cependant, il a été montré qu’APP intervient dans des changements de structures des
synapses, impliquées dans les processus d’apprentissage et mémorisation.3”*® Malgré cela,
les souris knock-out pour APP ne produisent pas de phénotype différent, puisque les APLP

peuvent compenser cette perte.>

Biosynthése : APP peut subir des clivages protéolytiques par trois sécrétases
différentes (a-, B- ou y-sécrétases) et selon deux voies. Dans la voie non amyloidogénique
(figure 14), APP est clivé par I’a-sécrétase directement dans la séquence qui forme le peptide
AP amyloidogénique, pour libérer I’AICD, ainsi que I’ectodomaine soluble sAPPa. Ensuite,
ces deux fragments peptidiques sont respectivement clivés chacun par les sécrétases P
(BACE-1) et vy, pour donner des peptides AB. Dans la voie amyloidogénique, APP est clivé
par une B-sécrétase afin de produire deux fragments dont un fragment posséde encore le site
de clivage transmembranaire nécessaire a une y-sécrétase. Ainsi, un autre peptide est issu d’un
deuxiéme clivage et ce peptide AP est de taille variable, de 38 a 43 résidus, avec une
prédominance pour APi-o et APi-az, les versions a 40 et 42 résidus.®® La séquence la plus
fréquente du peptide AP1-42 est :

D!AEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVY?IA*,
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Des mutations sont observées selon I’origine géographique (figure 13).%
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Figure 13 (A) Séquence peptidique d'Ap et les mutations familiales les plus retrouvées selon l'origine

géographique (B) Domaines d’Ap.39:40

Dans les conditions pathologiques, c’est I’action de la B-sécrétase qui prédomine,

favorisant la production de peptides par voie amyloidogénique. Le peptide majoritairement
généré par cette voie est le peptide APi-40. Le peptide APi-42, méme s’il est produit en moindre
quantité, tend plus facilement a s’agréger, contrairement a sa version de 40 résidus. C’est pour
cela qu’Api42 est retrouvé quasi exclusivement dans les plaques séniles.*%4? Cette

différence serait due a I’hydrophobicité ainsi qu’a la capacité a former des feuillets B, des

résidus 41 et 42.%

AP1-42 peut aussi se voir subir des modifications (phosphorylation sur la sérine 8,

donnant pSer8Ap, ou encore une troncation avec modification par pyroglutamate en position
3 donnant ABnspe).*? Ces formes se retrouvent plus tardivement dans les plaques séniles,

tandis qu’AP1.42 apparait a des stades plus précoces, laissant supposer un role plus important

de ce dernier dans la progression de la MA.
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Homéostasie : La clairance des dép6ts d’Ap s’effectue par plusieurs moyens dans
I’organisme.** Elle est, d’une part, permise par le systéme glymphatique (mélant les cellules
gliales périvasculaires et la circulation lymphatique), et d’autre part, par les vaisseaux
lymphatiques méningés. Le peptide AP peut étre dégradé par des protéases. Dans le milieu
intracellulaire, c’est le protéasome qui interviendra au moyen de plusieurs enzymes
(ubiquitine, cathepsines, diverses protéases). Tandis que dans le milieu extracellulaire, ce sont
de nombreuses enzymes de la matrice qui peuvent agir telle que la néprélysine. Enfin, les
cellules gliales peuvent phagocyter ApB. Il existe un systeme d’efflux et d’influx qui permet
d’évacuer ou capter AB par la barriére hémato-encéphalique (BHE). Enfin, Ap est acheminé
dans le sang vers le foie et les reins ou il sera éliminé de I’organisme. Un récepteur agit
notamment sur les mécanismes d’efflux d’AB, le «receptor for advanced glycation
endproducts » (RAGE).*® De plus, il serait responsable en partie de I’inflammation et du

stress oxydatif, ainsi que de I’activité des sécrétases, faisant de lui un acteur dans la

pathogénicite d’Ap.
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Figure 14 Voie non-amyloidogénique et voie amyloidogénique de la dégradation du peptide APP.*°

Processus physiopathologiques : L’étude de la cinétique de formation des fibrilles,
des essais a la thioflavine T, ainsi que de I’équilibre thermodynamique des différentes
especes qui interviennent dans la formation de la substance amyloide ont permis d’identifier
les étapes clés de I’agrégation qui sont ;4246
la phase de nucléation (primaire) ou « lag phase », ou de nouveaux oligoméres

o

sont formés a partir de monomeéres d’Ap ;
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o la phase d’élongation ou « growth phase », lors de laquelle des monomeres vont
s’ajouter aux oligomeéres deja existants. Ici s’observe aussi un phénomene de
nucléation secondaire, ou des monomeéres s’ajoutent a la surface des fibrilles déja
formées par élongation et qui ont libéré de nouveaux sites de fixation aprés

désintégration ;

o la phase stationnaire ou « stationary phase », ou arrive un état d’équilibre entre la

formation de fibrilles et la dissociation de celles-ci.

Il est possible que des oligomeres se forment par d’autres voies irréguliéres, dites
« off-pathway » (figure 15).#” Ceux-ci se distinguent des oligoméres « on-pathway » par leur
structure désorganisée, qui en fait des especes moins susceptibles de s’agréger, marquant leur

absence de toxicité.

p—— A) AB production e———jeeeee B) Nucleation phase =g C) Elongation phase =

R D) Fragmentation

Disordered Partiallyfolded
Ap monomers AP monomers

-

oligomers

»
@ xic oligomers
E) Secondary nucleation

Figure 15 Représentation schématique de I'agrégation d'Ap. (A) production d'ApB, APP est clivé en
monomeres d’Af désordonnés, qui se replient partiellement sur eux-mémes (B) Phase de nucléation, les
monomeres d’Ap s’agrégent entre eux pour former des oligoméres qui adoptent une structure plus organisée (C)
Phase d'élongation, les oligomeres forment des ptotofibrilles avant de finir par former des fibrilles plus

longues.*’

La phase de nucléation est la phase d’initiation de I’agrégation du peptide Ap. Le
peptide AP est, comme d’autres peptides rencontrés dans les amyloidoses, a un état natif
déplié, c’est-a-dire, sans structure secondaire ou tertiaire stable. Ap va partiellement et
progressivement passer de cette conformation dépliée vers une structure de feuillet p. Ces
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monomeres vont pouvoir s’associer les uns aux autres grace a des interactions hydrophobes et
des liaisons hydrogéne pour former des noyaux d’agrégation. Ainsi, il commence a se former
des oligomeres constitués d’un petit nombre de monomeres. La phase de nucléation peut se
produire selon deux facons distinctes, homogéne ou hétérogéne.*® Dans la nucléation
homogeéne, le noyau se forme en prenant comme support la méme molécule que celles qui
vont s’agréger autour, dans des conditions de saturation en protéine a agréger. A I’inverse,
dans la nucléation hétérogéne, bien plus fréquente, le noyau se forme a I’aide de molécules
différentes telles que des lipides membranaires, qui agissent comme support pour la
nucléation. La nucléation est la premiére fagon d’obtenir des oligoméres, mais les monomeres
peuvent aussi commencer a s’agreger directement autour de fibrilles préformées, et a un stade
plus avancé, ce processus de nucléation secondaire devient prédominant dans la formation
de fibrilles.*” Ainsi, on peut dire que la nucléation primaire est homogeéne, tandis que la
nucléation secondaire est hétérogene. Il est important de rajouter que parmi les oligomeres
nouvellement formés, la plupart se dissocient en monomeres avant qu’ils ne puissent engager
le changement de conformation en protofibrilles.*® C’est un autre argument en faveur de la

prédominance de la nucléation secondaire.

Lorsqu’un nombre suffisamment grand de fibrilles amyloides est produit, alors, sous
I’effet de forces meécaniques, ces fibrilles se rompent et produisent des fibrilles moins
longues, qui peuvent a nouveau agréger des monomeres d’Af. Aussi, lors de ces ruptures,

d’autres oligomeres se détachent et viennent s’ajouter a I’ensemble des oligoméres.
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Figure 16 Modeéle schématisé de phase d'élongation d'Ap1-42.5°

La phase d’élongation qui s’en suit, consiste a assembler ces oligoméres structurés en

de longues structures fibrillaires. Grace a la modélisation moléculaire, il a été possible
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d’offrir des modeéles d’élongation.>®%! Des monoméres dépliés commencent & interagir avec le
monomeére en bout d’axe d’une protofibrille, par des interactions hydrophobes et liaisons
hydrogene, en formant un premier brins 3 accolé. Le reste du monomere déplié peut alors se
réorganiser en B-hairpin (épingle a cheveu) dont le deuxiéme brin 8 va pouvoir commencer a
interagir avec un autre monomere et ainsi prolonger la fibrille. Ces fibrilles allongées ont des
propriétés plus hydrophobes que les monomeéres et oligomeéres d’Ap et les plagues amyloides

ainsi formées sont insolubles.

Enfin, la formation et la dissociation des fibrilles atteignent un équilibre lors de la

phase stationnaire, que 1’on voit par cinétique d’agrégation.>

Pour finir, il est tout a fait possible que les différentes espéces du processus
d’agrégation se retrouvent dans le milieu simultanément, ce qui profite d’ailleurs au

processus de nucléation secondaire.

Au niveau moléculaire, il est difficile d’établir précisément I’arrangement d’Ap au
sein des oligomeéres et des fibrilles, en particulier & cause du polymorphisme des peptides
AP, et des espéces intermédiaires formées a toutes les étapes de I’agrégation. Ces structures
ont été étudiees par RMN, cryo-microscopie électronique (cryo-EM), spectroscopie IRTF
(infra-rouge a transformée de Fourrier), DC (dichroisme circulaire), modélisation moléculaire
ou encore par fluorescence a la thioflavine T. L’abondance des techniques d’élucidation des
structures des fibrilles et oligoméres d’Ap révele la réelle difficulté d’établir ces structures.

La version AB1-4 fut davantage étudié que son homologue a 42 résidus, et de ce fait,
il reste encore a mener des investigations sur la facon dont Api.s2 se différencie afin de
dégager une image claire des modifications de conformation selon le stade de I’agrégation du
peptide. 1l n’existe pas non plus d’agrégation « croisée » entre les deux versions du peptide
ApB. On peut supposer que s’il y a une différence de comportement lors de I’agrégation, cela
doit &tre d0 a ces deux résidus a I’extrémité Cter. De plus, il faut noter I’importante diversité
des structures obtenues par agrégation, probablement en raison de la diversité de
conformations que peuvent prendre les monomeéres d’Ap.>*°° Ceci dit, il est tout de méme
possible de déterminer des caractéristiques générales des différentes especes produites lors du

processus d’agrégation. Car en plus de la différence de masse moléculaire des intermédiaires
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d’agrégation, la modification des structures secondaires semble étre I’élément central dans

le passage d’un intermédiaire a un autre.

Les peptides AB ont une structure native sans structure secondaire ou tertiaire notable,
mais peuvent, sous des conditions particuliéres (température, pH, concentration, interactions
intermoléculaires, mutations génétiques) prendre spontanément des conformations repliées,
au moins partiellement.*” Ces monomeéres partiellement repliés sont trés prompts a interagir
avec d’autres monomeres, notamment par contact du site « d’auto-reconnaissance » (self-
recognition), initiant I’agrégation. Un tel changement est défavorable thermodynamiquement,
mais les interactions intermoléculaires nouvellement formées permettent d’outrepasser cette
limite a I’agrégation. Une étude en 2019 a montré par modélisation moléculaire que le
changement de conformation du peptide APi4 se faisait par I’intermédiaire de certains
résidus spécifiques.®® Le passage d’une structure native en pelote statistique ou en hélice a a
une structure en feuillet B était largement influé par les résidus lysine Kis et Kzg. Ce premier
appartient a la région centrale hydrophobe KisLVFF2o, tandis que le second appartient a la
région charniére D23VGSNK{2s. Des mutations sur des deux résidus ont permis d’observer
des variations dans les conformations prises pas le peptide APi42. Ces mutations
stabiliseraient la structure du peptide AP, en favorisant les hélices a aux feuillets B, et la

rendraient moins susceptible de s’agréger.
Une fois le changement de conformation effectué, les monomeres s’agregent pour

former des oligomeéres de bas poids moléculaire. Divers types d’oligoméres ont été observés,

selon le nombre n de monomeres qu’ils contenaient.
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Figure 17 Mécanisme d'oligomérisation et formation éventuelle de fibrilles pour AB1.42 et AP1.40.%7
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C’est & la suite de 1’association, d’abord réversible, des monomeres d’Ap en
oligoméres, que sont adoptées des structures secondaires en feuillets B.%8 La premiére étape de
cette conversion de conformation est la formation de B-hairpin stabilisé par des liaisons
hydrogene intramoléculaires. Ces liaisons se forment entre les séquences Li7VFF et
Gs3LMVG. En tant qu’especes intermédiaires dans I’agrégation en fibrilles, il est difficile
d’isoler expérimentalement ces oligomeéres, étant donné leur polymorphisme (dimeéres,
trimeres, pentameres), expliquant la complexité a fournir des modéles consensuels. Cela dit,
certains éléments structurels font moins débat que d’autres. Parmi les éléments consensuels, la
forme sphérique des oligoméres d’Ap a été plusieurs fois décrite.?>% On peut aussi ajouter
que les oligoméres sont moins riches en feuillets B que les fibrilles, plus organisées.? Cela
s’explique par un mécanisme en deux étapes. Premierement, des liaisons hydrogene se
forment entre les résidus LisVFFA et I31lGLMV, faisant prendre une structure de feuillet p.
Deuxiemement, c’est lors de la rotation induite des brins B, que les résidus hydrophobes sont
davantage exposés et que des liaisons hydrogéne peuvent se former avec un peptide AB
voisin.®®® Ainsi, les oligoméres stabilisés peuvent étre convertis en protofibrilles puis en
fibrilles, sous contréle de la température. Certains oligoméres sont plus prompts a former des
noyaux pour la nucléation que d’autres. En effet, un mécanisme de nucléation fut proposé par
Bernstein et al. en 2009, et celui-ci indique que les pentameéres et hexaméres d’AB1-42 sont
plus susceptibles de servir de noyau de nucléation que ceux d’ABi.0 (figure 17).5" Des
monomeres s’agregent d’abord en dimeéres, puis en trimeres, en tétraméres et enfin en
hexameres. Selon ce mécanisme, le processus d’agrégation ne permet pas d’obtenir de
nouvelles conformations stables au-dela de I’hexamere. En revanche, deux hexameres plans
peuvent se lier entre eux, en formant un double hexagone empilé, donnant un dodécamere.
L’empilement d’un troisieme hexameére ne semble en revanche, pas assez rapide pour étre

observé, et le processus de formation de protofibrilles intervient avant.
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Figure 18 Exemples de modéles d’oligoméres d’Api-42.5162

Des modeles ont été proposés pour déterminer les structures moléculaires
d’oligoméres de faible poids moléculaires (figure 18). Ces modeles font intervenir des brins
mais pas de la méme maniere selon le type d’oligomeére. Il a été observé, que dans des
oligomeéres de bas poids moléculaire, les monomeéres prennent une structure en B-hairpin
antiparalléles entre eux, ce qui serait un exemple d’agrégats dits « off-pathway ».52 Or, la
structure adoptée par les oligoméres en feuillets béta antiparalleles, differe de celle des
fibrilles, en feuillets p paralléles.?>* Donc il est davantage probable que les oligoméres se
composent de feuillets B antiparalléles et qu’un changement de conformation arrive lors de
I’agrégation en protofibrilles.®® On peut rajouter qu’une étude in silico a montré que la partie
en cours d’élongation était moins stable dans sa configuration en feuillet B, contrairement a sa
partie « basale ».% En effet, les monomeéres d’AB ont tendance a adopter une forme plus
ouverte vers la fin de la protofibrille (« odd end »), contrairement a ceux en debut (« even

end »).
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Fibril axis

Figure 19 Divers modeles déterminés par RMN en phase solide ou microscopie électronique de feuillets g au

sein de fibrilles d’ APy, 53-5564

Enfin, en ce qui concerne les fibrilles d’ApB, ce sont des empilements de plusieurs
protofibrilles de 2 feuillets B paralleles en «cross B-sheet structure» avec un pas
gauche.?>5%% || est possible de décrire autrement une fibrille. Celle-ci est constituée d’un
empilement de sous-unités comprenant deux molécules symétriques I’une par rapport a
I’autre selon un centre de symétrie situé entre les deux (figure 19).>° Ces sous-unités sont
deux monomeres d’Ap posseédant des structures secondaires allant de 3 a 5 brins B selon les
études. On peut décrire les protofibrilles comme des feuillets B de 4x11 nm, sous-divisés en
région centrale de 4x5 nm avec deux régions périphériques.®® Au sein de ces protofibrilles se
situe une poche hydrophobe a I’abri du solvant. Dans les protofibrilles d’Api-42, un pont
salin se forme entre la Lyszs et le carboxylate de I’Alas (figure 19), marquant une différence
avec les protofibrilles d’AP1-40.>**° Drailleurs, ce pont salin joue un role dans la
reconnaissance d’Ap lors de I’agrégation, excluant ainsi les monomeéres d’AB1-40 du processus
d’agrégation. La forme des protofibrilles aussi permet de distinguer les fibrilles d’Api-40 de
celles d’AB1-42, puisque ces derniéres ont une forme en S.%° Différents brins B sont liés entre
eux au sein d’un méme monomere par I’intermédiaire de certains résidus hydrophobes, Li7,
F1o et F2o (brin B2, figure 19 (A)) avec Auo, Aisz et Lsa (brin B4, figure 19 (A)).> Ces résidus
en particuliers, Li7, F1o et Foo, ont une importance dans I’empilement des séquences au sein
de la fibrille, et constituent donc un élément central dans I’agrégation. On peut aussi
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remarquer que la séquence 1-14 n’est pas vraiment rigide, contrairement au reste de la
séquence 15-42, bien plus compacte. Les deux feuillets B interagissent entre eux au moyen
des résidus Q1s5-Mss et Li7-Mss en plus des interactions hydrophobes entre Lzs et Mss, ainsi

qu’entre les brins B1 et B5.

Un mécanisme de régulation pourrait intervenir dans le processus d’agrégation de
nouveaux monomeres vers les oligoméres.®” L’ATP (adénosine triphosphate) agirait de sorte a
prévenir I’agrégation en fixant son adénosine hydrophobe sur la séquence hydrophobe d’Api-
42. Cette fixation aurait pour conséquence de transformer les oligomeres en especes « off-
pathway », qui ne rentrent pas dans le processus de fibrillation, et possiblement moins
toxiques. En favorisant la dissociation d’ABi-42, I’ATP participerait au polymorphisme des
fibrilles.

Il est encore difficile aujourd’hui de définir précisément quelles sont les espéces qui
participent a la cytotoxicité parmi les fibrilles amyloides, méme si dans I’ensemble, elles sont
responsables de la rupture des tissus nerveux par action de masse. En revanche, il semblerait
qu’au regard de leur plus grande solubilité, de petits agrégats seraient bien plus toxiques que
les fibres amyloides elles-mémes.58° En effet, des études mettent en avant que les oligomeéres
de petite taille provoquent les pertes de fonctions (mémoire, apprentissage), contrairement
aux monomeéres d’AB que I’on retrouve d’ailleurs chez des patients sains.3*4"7%"* Malgré la
certaine opacité qui entoure la structure supramoléculaire et les mécanismes de toxicité
neuronale des oligomeres, il est tout de méme possible de dégager des informations

essentielles.*

La toxicité des oligoméres touche plusieurs des mécanismes cellulaires, et finit par
induire une perturbation du fonctionnement cellulaire et synaptique. Dans la MA,
I’hippocampe est particulierement touché et ces perturbations entrainent une baisse de
I’activité synaptique impliquée dans la formation de souvenirs. Pour détailler le processus
derriére I’atteinte mémorielle dans la MA, rappelons quelques détails sur le fonctionnement
synaptiques. Les synapses entre les neurones ne sont pas figées et évoluent de facon
dynamique selon les stimulus, ce qui forme la base de la plasticité synaptique.* La
transmission synaptique peut étre facilitée ou déprimée, ce qui se traduit par une

augmentation ou une baisse de la libération de neurotransmetteurs dans la fente synaptique.
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Lors de la répétition dans I’activité synaptique, la plasticité synaptique prend la forme d’une
potentialisation a long terme (LTP) ou d’une dépression a long terme (LTD). Dans
I’hippocampe, la plasticité synaptique est a I’origine de la formation de souvenirs. Au niveau
moléculaire, la LTP se produit par stimulation synaptique de récepteurs glutamatergiques
ionotropes NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et AMPA (acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazole propionique) et de I’inhibition de ces récepteurs résulte un empéchement de la LTP.
Le role des récepteurs NMDA est donc prépondérant dans la LPT. En effet, le récepteur canal
NMDA est perméable a I’ion calcium Ca?*, mais bloqué par un ion magnésium Mg?* aux
concentrations physiologiques. Lors d’une activité synaptique a haute fréquence, la
sommation des potentiels d’action induit une dépolarisation prolongée qui permet
I’expulsion du Mg?* du canal calcium. Ainsi, le calcium rentre dans le neurone postsynaptique
et ’augmentation de sa concentration enclenche la LTP. Des potentialisations a plus long
terme impliquent d’autres récepteurs, et ont pour conséquence I’activation de facteurs de
croissance comme le brain-derived neurotrophic factor (BDNF) qui favorise la croissance
dendritique et la création de nouvelles synapses. Ainsi, on peut incriminer I’origine des
troubles de mémoires observés chez les patients atteints de MA & I’inhibition par les
oligoméres d’APi42 de la LTP.”> Des études ont montré que I’injection de diméres et
tétrameres d’AB, mais surtout de trimeres en particulier détériorait la LPT et donc favorisait
la LTD.” Ainsi, on peut qualifier ces triméres d’Ap comme une des causes principales de

symptomes majeures de la MA, contrairement aux monomeres.
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Figure 20 Schématisation des possibles mécanismes de toxicité des oligomeéres d'Api-42.4” (A) Interactions
oligomere-membrane et oligomére-récepteur synaptique. (B) Internalisation d’oligomeres aprés fixation aux
récepteurs et dommages occasionnés sur la signalisation intracellulaire et les organites. (C) Transmission

intercellulaire des oligomeéres.

L'action des oligomeéres solubles extracellulaires d’Ap peut se détailler davantage et
celle-ci est multiple. Tout d’abord, ils peuvent se lier aux membranes des cellules
environnantes ainsi qu’a leurs récepteurs (synaptiques ou non), allant jusqu’a leur
internalisation par endocytose. Ainsi, les oligomeéres peuvent induire une réponse cellulaire
ou bien commencer a s’agréger en fibrilles qui causeront des dommages aux membranes. En
se fixant sur la membrane, dans les zones riches en lipides (principalement le cholestérol et
les sphingolipides), les oligomeéres perturbent la stabilit¢ membranaire. Cette fixation peut
causer une rupture de la membrane par formation de pores, et ainsi provoquer une
modification des flux ioniques. Ces pores peuvent se former car les structures riches en
feuillet B des oligomeres forment des anneaux, semblables & des porines (protéine de la
membrane de bactéries notamment, en forme de tonneau), qui s’insérent dans les membranes,
d’une facon similaire a I’amphotéricine B. Les pores interviennent tét dans la toxicite
membranaire, puis laissent place a des ruptures mécaniques des membranes lors de la

formation des fibrilles. Le flux de calcium s’en voit perturbé incidemment.
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Les oligomeres peuvent aussi se lier aux récepteurs membranaires et induire une
réponse cellulaire. Des trimeres sont des espéces capables de se fixer aux récepteurs
nicotiniques a I’acétylcholine o7 AChR, récepteur canal calcium homopentamérique, des
astrocytes, entrainant ainsi une libération de glutamate (figure 20).2247 Ce relargage de
glutamate va suractiver les récepteurs NMDA extrasynaptiques des neurones de
I’hippocampe, dont I’effet est une diminution des transmissions synaptiques (par opposition
aux récepteurs NMDA synaptiques), ainsi qu’une potentielle mort cellulaire, par I’action du
monoxyde d’azote.” Une autre voie de signalisation est touchée, et celle-ci inclue la cellular
prion protein (PrP®), protéine liée au récepteur transmembranaire mGIuR5 (metabotropic
glutamate receptor 5), présente au niveau postsynaptique, avec laquelle les oligomeéres
peuvent se fixer. Ainsi, I’activation de la kinase Fyn par cette fixation va diminuer la
présence de récepteur NMDA synaptique par internalisation de celui-ci, et entrainer une
perte de densité dendritique (nombre, longueur, volume des dendrites). Cette perte de
densité a pour conséquence une diminution de la LPT, en lien avec ces récepteurs NMDA.
L’activation de récepteurs NDMA par les oligoméres peut aussi amener a I’activation
d’autres kinases, tel ’AMPK, résultant en I’hyperphosphorylation de Tau. A terme, AB
pourrait désactiver Fyn par I’intermédiaire d’une phosphatase STEP, avec pour conséquence

une réduction de I’activité synaptique et une perte de densité dendritique.

Les oligomeéres sont aussi retrouvés dans le milieu intracellulaire, car leur fixation
aux récepteurs AMPA et NMDA leur permet d’étre internalisés par voie d’endocytose (figure
20). Aprés cette internalisation, divers effets de la fixation des oligomeéres sur le matériel
intracellulaire sont observés. Les dommages portés aux organites, se font par initiation de la
nucléation hétérogéne d’Ap aupres de sites membranaires des organites prompts a
I’agrégation (mitochondries, réticulum endoplasmique, Golgi, endosomes, lysosomes,
autophagosomes). Il en résulte des conséquences néfastes tel qu’un stress sur le réticulum
endoplasmique, la perturbation des flux calciques, des dommages mitochondriaux, une
protéolyse altérée ou encore I’apoptose. La perturbation de I’homéostasie du calcium
pourrait étre responsable du stress du réticulum endoplasmique, au moyen du relargage de
calcium dans le cytosol aprés action de la phospholipase C (par production d’IPs se fixant sur
le réticulum). De plus, cette augmentation du calcium cytosolique pourrait activer la caspase
3, acteur de I’induction de I’apoptose. La toxicité mitochondriale serait en lien avec le

dysfonctionnement des synapses et donc des troubles de la mémoire. Du cytochrome C serait
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libéré dans le cytosol, aprés une dépolarisation de la membrane induite par les oligomeres
(augmentation du calcium intracellulaire), et I’apoptose se déclencherait lorsqu’il serait
reconnu. De plus, les oligoméres sont aussi responsables d’une fragmentation des
mitochondries, participant au dysfonctionnement de celles-ci. Cette fission des
mitochondries serait provoquée par la nitrosylation exacerbée d’une protéine, la dynamin-
related protein 1 (DrP1), causée par les oligomeres. Enfin, les dégats causeés sur les
membranes des lysosomes et endosomes impactent négativement la protéolyse, et des
enzymes protéolytiques sont ainsi libérées dans le cytosol, menant ainsi vers I’apoptose.
Aussi, cette perturbation entraine une baisse du transport du BDNF, facteur de croissance du

systeme nerveux impliquée dans la plasticité synaptique et la mémorisation.

Les oligoméres d’Ap ont aussi montré une capacité a se diffuser dans différentes
zones du cerveau. Cette diffusion peut se faire par I’endocytose d’oligoméres, ou bien lors de
nucléation a proximité des membranes ou organites des neurones avoisinants. Un systéeme de
transmission intercellulaire semble privilégié, avec un donneur et un accepteur d’espéces
agrégées d’Ap, au moyen du systéeme de transport endosomal des cellules. Dans un autre
registre, un lien existe avec les maladies a prions et selon cette hypothese, le comportement
de Tau et AP est similaire aux prions dans leurs structures quaternaires, leur mécanisme
d’agrégation en fibrilles, et leur capacité de diffusion intercellulaire.” Cela est appuyé par la
présence de plaques seniles chez des patients atteints de maladie de Creutzfeld-Jakob,
pathologie a prion PrP¢, formé a partir d’une hormone de croissance mal repliée et capable
de s’agréger, tout comme AP dans la MA.”® Ces patients sous traitement a base d’hormones
de croissance ont vu se développer des plaques et ainsi, certains cas de MA pourrait étre di a
une transmission interindividuelle. Enfin, malgré ces débuts d’explication, les mécanismes

de diffusion des oligomeres d’Ap restent encore a étudier.
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Figure 21 Progression séquentielle spatio-temporelle dans le cerveau humain. (A) Dépdts d’AB (SP) et (B)
Dégénérescences neurofibrillaires (NFT) (C) SP et NFT en fonction des stades cliniques de la MA.7-7

En 2002, des stades d’évolution spatio-temporelle des dép6ts amyloides et
neurofibrilles ont été proposés par Thal et Braak.” Ils ont déterminé 5 stades de progression
de ces dépots (de | a V), les stades de Thal (figure 21 (A)) ainsi que 6 stades de progression
pour les neurofibrilles (de | a V1), les stades de Braak (figure 21 (B)). L’apparition de dépbts
amyloides commence par le néo-cortex et s’étend ensuite au cortex entorhinal puis a
I’hippocampe. A I’inverse, les NFTs se retrouvent en premier lieu dans le cortex entorhinal et

s’étendent vers I’hippocampe puis le néocortex.

Il est important de noter que la présence seule de peptide AB agrégé en SP ne suffit pas
pour développer des démences. En effet, il y a une discordance entre la localisation des
dépdts amyloide, la mort des neurones et I’apparition des symptomes. Ces derniers se
correlent d’ailleurs bien mieux avec la quantité d’enchevétrements neurofibrillaires (protéine
Tau).®% En revanche, une forte densité de ces neurofibrilles, dans I’hippocampe par exemple
ne déclenche pas de symptdme, laissant penser que la formation des neurofibrilles seule ne
suffit pas et qu’elle doit étre associée a I’accumulation graduelle de dépdts amyloides.>8! On
peut remarquer qu’aux stades lésionnels précoces (stade 1 a 3) (figure 21), ce sont seulement
des neurofibrilles que I’on retrouve pres de I’amygdale et de I’hippocampe, et c’est ensuite
seulement que les plaques séniles apparaissent (stade 4 et ultérieurs) et se diffusent plus
largement. L’apparition tardive des SP par rapport aux NFT serait due au fait que
I’hyperphosphorylation de Tau trouve son origine dans I’activation de voies cellulaires en

réponse a la fixation d’oligomeéres sur des récepteurs membranaires.® Ainsi, I’apparition des
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symptdmes semble se produire a la suite des effets toxiques des oligoméres, en accord avec la

présence de fibrilles de Tau.

Ces lésions étendues vont toucher les systemes de neurotransmission, en particulier
les voies cholinergiques, noradrénergiques et serotoninergiques, avec une prédominance pour
les neurones cholinergiques.® En effet, on observe une diminution de marqueurs
cholinergiques, comme I’enzyme de synthése de [I’acétylcholine, la choline acétyl
transférase, au niveau du néocortex, de I’hippocampe ou du noyau basal de Meynert
(structure innervant le cortex). Or, ces structures cérébrales sont impliquées dans les
processus de mémorisation, d’apprentissage et de contréle de I’humeur, et I’inhibition de cette

voie est a la source des symptomes cliniques.

1.1.2.3 Autres hypotheses

La MA semble étroitement liée a une pathologie bien connue, le diabéte, et son
implication dans la physiopathologie de la MA pourrait étre importante. En effet, il existe un
lien désormais établi entre diabéte et MA, proche d’un cercle vicieux. Le lien est tel que la
MA est classée par certains comme diabéte de type 3 et est parfois appelée « Diabéte du
cerveau ». En effet, une modification du métabolisme du glucose est retrouvée chez les
patient atteints de la MA et une partie des patients diabétiques présentent des démences liées
a 1’4ge.8®, L’insulinorésistance observée chez les patients atteints de MA, augmenterait la
production et diminuerait la clairance d’Ap, favorisant ainsi I’apparition de démences, méme
chez les personnes non diabétiques. En retour, ces démences induisent des changements dans
le métabolisme au travers de modification du comportement, ou encore de la perte de
mémoire. De plus, il existe une similarité étant donné le type de protéine amyloidogénique
impliqué dans la progression des ces pathologies. La ou Ap intervient dans la MA, c’est I’islet
amyloid precursor protein (IAPP), qui intervient dans I’apparition du diabéte. Ces deux
pathologies sont multifactorielles et malgré des similarités et corrélations, il reste encore des

éclaircissements a faire, notamment sur les mécanismes métaboliques mis en cause.

L>homéostasie dans les cerveaux de patients atteints d’Alzheimer est perturbée par la
formation de SP et NFT, et en particulier I’noméostasie des ions métalliques tels que le zinc,
le fer et le cuivre. Cette modification de I’homéostasie est due au fait que la protéine Tau et

AP sont des espéces pouvant se lier a ces ions métalliques.®*®® Le cuivre, et le zinc dans une
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moindre mesure, est important pour APP car celui-ci intervient directement dans son
métabolisme (par I’intermédiaire de site de fixation au cuivre sur APP), tandis que le fer
régulerait la traduction de I’ARNm qui code pour I’APP. De plus, AB est capable aussi de se
lier au cuivre, dont la présence est montrée au sein d’oligomeéres et fibrilles amyloides (figure
14). La présence de cet ion métallique pourrait en partie expliquer la toxicité des oligomeres
d’AB par leur capacité a produire des ROS (reactive oxygen species).>® Une plus grande
concentration en Cu et Zn, et un peu en Fe, a été repérée dans les plaques séniles. Cette
séquestration au sein des oligomeres et des plaques seniles entraine un stress oxydatif par
production de ces ROS, induisant une réaction inflammatoire ayant pour conséquence un
dysfonctionnement des synapses. En résulte une perte d’activité des neurones, jusqu’a leur
mort cellulaire. De plus, ce stress oxydatif se fait surtout a la périphérie des plaques séniles, et
I’on n’observe pas de modifications des concentrations dans le reste du cerveau et du liquide
céphalo-rachidien (LCR). Bien sdr, le stress oxydatif fait intervenir d’autres acteurs comme la
GSK3B a cause de son activité au sein des mitochondries.?® D’autres métaux toxiques
pourraient avoir une influence sur la survenue de la MA chez les patients exposes. Un haut
taux de plomb, de mercure ou d’aluminium ont une influence sur la production de ROS, mais

les études restent assez peu concluantes sur I’impact de ces métaux sur la MA.%’

En définitive, on peut résumer que le développement de la MA est un enchainement
d’évenements (parfois consécutifs, parfois concomitants). Tous d’abord la protéolyse de
I”APP se retrouve perturbée par des mutations dans les formes familiales (génes codant pour
APP ou les prénésilines 1 et 2), ou par des facteurs de prédisposition. Trois facteurs de
risques sont prépondérants et forme une triade, rassemblant I’age du patient, son sexe et la
présence de I’isoforme ApoE4.28 Ainsi, la production du peptide ABi.42 Se voit augmentée et
en résulte une augmentation de sa concentration, induisant un début d’agrégation de ce
peptide. Le peptide APi.42 agrégé forme des dépdts en plaques diffuses (en association avec
des protéoglycanes et autres substrats qui vont promouvoir I’agrégation). Le peptide Api-40 lui
aussi s’agrege dans des plaques. La réponse inflammatoire a ces dépots permet I’activation
de la microglie, la libération de cytokines et I’astrocytose (modification de la forme des
astrocytes). L’homeostasie neuronale et ionique s’en voit perturbée, et un stress oxydatif
provoque des lésions, notamment par I’altération de kinases et phosphatases. Les protéines
Tau se voient ainsi hyperphosphorylées et se forment des enchevétrements neurofibrillaires.

Ce dysfonctionnement neuronal, d’abord localis¢ vers I’amygdale, s’étend dans
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I’hippocampe puis le cortex cérébral, induisant des déficits progressifs en

neurotransmetteurs, qui se traduisent par les démences observées cliniqguement.

1.1.3 Génétique, épigénétique et formes cliniques de la MA

Il existe deux grandes formes de la MA, que sont la forme sporadique (ou non
familiale, ou non héréditaire) et la forme familiale ou héréditaire. Ces formes se distinguent
I’une de I’autre par I’implication de mutations génétiques héréditaires sur certains genes dans
les formes familiales et par des facteurs environnementaux dans les formes sporadiques.
Dans les formes familiales, trois génes ont été identifiés chez les sujets atteints de MA, codant
pour APP, les prenésilines 1 et 2, respectivement sur les chromosomes 21, 14 et 1. La
participation de la génétique ne s’arréte pas la puisqu’il fut mis en évidence qu’un alléle du
gene codant pour I’apolipoprotéine E4 était un facteur de risque dans les formes sporadiques
tardives de la MA.*°

Une forme familiale précoce et tres rare, qui concerne seulement une vingtaine de
famille dans le monde, fait intervenir des mutations sur le géne codant I’APP, localisé sur le
chromosome 21. C’est par la ressemblance des observations cliniques et neuropathologiques
avec le syndrome de Down que ce gene fut incriminé. Ces mutations du gene APP n’ont pas
été retrouvées dans les formes les plus tardives de la maladie. La conséquence majeure,
observée sur des cerveaux de souris, est une augmentation de la production du peptide ApB1-42.
Une mutation en amont du site de clivage de la B-sécrétase favorise la production des
peptides APis0 et APi42, tandis que des mutations sur la partie Cter du site de clivage
augmente sélectivement la production d’ABi42. Le seul élément qui distingue cliniqguement

cette forme de la forme sporadique est I’apparition précoce des symptémes.

D’autres mutations, beaucoup plus fréquentes dans les formes familiales,
responsables d’une augmentation de la production d’Api.42 ont été retrouvées sur les genes
codant pour les prénésilines 1 et 2 (PS-1 et PS-2). Ces protéines membranaires des neurones
résident principalement dans le cerveau et auraient pour fonction le clivage d’APP en tant que
sites catalytiques des y-sécrétases, d’ou I’impact sur la production exacerbée d’ABi-42.8% Une
seule mutation semble nécessaire pour observer cet effet et la forme de MA sera plus

agressive et plus précoce si elle atteint le géne PS-1.

54



Enfin, la forme la plus courante de la MA, la forme sporadique ou spontanée, voit
intervenir un allele du géne codant pour I’apolipoprotéine E. Cette protéine est synthétisee
par le foie et est responsable du transport du cholestérol. Elle fut retrouvée au sein de plaques
séniles et il est supposé que son effet dans la pathologie soit lié au métabolisme des lipides.*
En effet, I’ApoE4 transporte moins de lipides qu’ApoE3, réduisant son effet dans I’efflux du
cholestérol. Malheureusement, le mécanisme par lequel I’APoOE4 intervient exactement dans
la MA n’est pas encore connu. Cela dit, il est supposé que dans le processus d’agrégation,
I’ApoE4 se lie au peptide AB et pourrait agir comme point de nucléation pour la
polymeérisation en fibrilles. Trois isoformes de cette protéine sont codées par les trois alléles
principaux €2, €3 et €4, située sur le chromosome 19 et I’alléle €4 est retrouvé quatre fois
plus fréquemment chez les patients atteints de MA a début tardif que dans la population
générale, et huit fois plus si le sujet est homozygote pour £4.* Ce qui fait donc de la présence
de cet alléele un facteur de risque d’apparition de la MA, mais ne la rend pas nécessaire, vu
que 20% des formes sporadiques tardives apparaissent sans cet allele. 1l est intéressant de
noter que Ialléle €2, lui, est protecteur de I’apparition de la MA.* L’ApoES3, elle, est plus
affine pour la protéine Tau que I’APoE4, ce qui expliquerait que la présence de I’ApoE4 est
un facteur de risque, puisque I’absence de fixation sur Tau n’empéche plus sa phosphorylation
excessive. Enfin, il existerait un lien entre la flore intestinale et la présence d’ApoE4, et
approfondir ce sujet permettrait de développer de nouveaux diagnostics ou des thérapies

agissant préventivement sur la survenue de la MA. %23

Il est aussi possible classer les formes de MA selon la distribution de Tau et selon les
régions cérébrales atrophiées.® Selon ce classement, la forme majoritairement retrouvée (a
55%) implique une forte distribution de Tau associée a une atrophie dans I’hippocampe et les
aires associatives. S’en suit une forme a prédominance limbique & 21%, une forme épargnant

I’hippocampe & 17% et enfin une forme avec peu d’atrophie a 15%.

Ces dernieres années, I’épigénétique a connu un intérét grandissant et s’est aussi
intéressée aux maladies neurodégénératives. Pour rappel, I’épigénétique s’intéresse aux
conditions d’expression des génes, c’est-a-dire comment une cellule va utiliser ou non ses
geénes pour fonctionner.®® L’environnement d’un individu (alimentation, stress, exposition a
des toxiques, ...) influe sur I’expression de ses génes et pose des marques biochimiques

réversibles ou non sur I’ADN (méthylation), les protéines structurantes comme les histones
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(acétylation), ou encore les ARNs non codants (miRNA, IncRNA, ...). Ces marques
provoquent I’inactivation de certains génes par un encombrement stérique (présence de
méthyle) ou une modification de I’état de compaction de I’ADN (induite par une
désacétylation des histones), empéchant les complexes enzymatiques de lire ces génes. Une
particularité de ces marques est qu’elles sont transmissibles par I’hérédité, méme si c’est

encore difficilement détectable chez les mammifeéres.

Dans le cas de la MA, des études récentes ont mis en évidence une dérégulation de la
méthylation de I’ADN dans diverses régions cérébrales, dont I”’hippocampe, le cortex cérébral
et le cervelet.®® Parmi les différents mécanismes épigénétiques dans la MA, on peut donner
I’exemple du géne APP, qui est deméthylé chez des patients &gés, provoquant une
accumulation d’AB, tandis que le promoteur de BRACEL est hypométhylé et aboutirait a une
plus grande expression de cette enzyme. Plusieurs désacétylases (HDAC1/2/3/6/9) sont
présentes dans les structures cérébrales de souris transgéniques, et sont davantage exprimées
que chez les souris normales. L’une d’entre elle, HDAC?2, présente dans I’hippocampe et le
cortex préfrontal, réduit la densité dendritique, la plasticité synaptique et le nombre de
synapses. Enfin, le role des ARN non codant est non négligeable dans la MA, comme le
miRNA-206, retrouvé chez les souris transgéniques et des patients atteints de MA. Cet ARN

empéche I’expression du BDNF, et est considéré comme un biomarqueur fiable de la MA.

Des molécules modulatrices de ces marqueurs épigénétiques pourrait bien voir le jour

comme traitements de maladies neurodégénératives.
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Partie |1- Situation thérapeutique et enjeu de la recherche

2.1 Données epidémiologiques dans le monde et en France

2.1.1 Au niveau mondial

Selon I’'OMS,*" les démences touchent principalement les personnes Aagées et
concernaient 50 millions de personnes en 2017 dans le monde avec 10 millions de nouveaux
cas par an. La maladie d’Alzheimer concerne 60 a 70% de ces cas et se place en premiere
cause de démences. D’ici, 2030, ce nombre devrait s’élever jusqu’a 80 millions et jusqu’a
152 millions en 2050, en grande partie a cause de I’émergence de cas dans des pays a revenu
national brut faible ou intermédiaire. De plus, le co(t est estimé a 118 milliards de dollars en
2015 et a 2 000 milliards de dollars en 2030. Les conséquences de ces demences ne sont pas
anodines car en plus d’étre une des principales causes d’infirmité et de dépendance chez les
personnes ageées, ces démences impactent les conditions physique, psychologique, sociale et

économique des patients et de leur famille ainsi que pour les soignants.

Il est intéressant de noter qu’au regard de la pandémie de COVID-19 (Coronovirus
disease 2019), les personnes agées sont les plus touchées.®® Il pourrait donc exister un lien
entre la présence de démences et la mortalité surélevée des personnes de plus de 60 ans.*® En
revanche, cela ne veut pas nécessairement dire qu’il y a causalité, et que d’autres études

seront nécessaires pour explorer le lien entre démences et COVID-19.

2.1.2 En France

Selon I’inserm,*% 900 000 personnes étaient atteintes de la maladie d’Alzheimer en
2018 et ce nombre devrait atteindre 1.3 millions en 2020, en lien avec 1’augmentation de
I’espérance de vie. Il faut noter que parmi les différentes formes de la maladie, la forme
familiale se retrouve dans 10% des cas. S’il est assez rare d’observer 1a MA avant 60 ans (2%
de la population générale), celle-ci atteint 15 % de la population générale a 80 ans et 45%
aprés 85 ans.* De plus, les femmes sont plus touchées que les hommes avec un ratio de 5 : 3,
il est cependant possible que cette différence s’explique par un écart d’espérance de vie et non
par des différences biologiques liées au sexe.
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1,3 millions

Figure 22 Quelques données épidémiologiques sur la MA en France en 2018.1%°

Selon I’épidémiologiste Jo&l Ankri,’! les données des personnes agées concernant la
MA restent difficiles a interpréter, a cause de leur faible nombre, mais que I’augmentation de
la prévalence et de I’incidence de la MA est une tendance qui se confirme. Ainsi, il confirme
qu’une idée précise des données épidémiologiques est impérative afin de pouvoir répondre

médicalement a cette pathologie dans les années a venir.
2.2 Situation thérapeutique
2.2.1 Symptomatologie de la MA
La maladie d’Alzheimer se caractérise par une détérioration progressive des
fonctions cognitives qui altérent I’aptitude aux activités de la vie quotidienne. La
symptomatologie est assez variable selon les patients atteints, certains signes pouvant
apparaitre trés fortement dés le début de la maladie tandis que chez d’autres non. La

progression de la maladie peut se décomposer en trois phases principales :51%

o La phase de début ou forme légere : Troubles de la mémoire « de travail » dite aussi « a

court terme », du langage et des symptémes psycho-comportementaux (apathie, désintérét,
irritabilité). La mémoire de travail concerne toutes les informations stockées récemment et
pour une utilisation immédiate. C’est ce type de mémoire qui est affecté par les trous de

mémoire bénins liés a I’age et par les premiers symptomes de la MA.
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o La phase prédémentielle ou forme modérée : Accentuation des troubles de la mémoire

et de I’orientation par des altérations cognitives qui définissent le syndrome « aphaso-
apraxo-agnosique », c’est-a-dire des troubles du langages, de la coordination gestuelle et
de la reconnaissance des objets et/ou des personnes. Les troubles psycho-
comportementaux persistent et I’autonomie est réduite de facon significative. L’ aphasie
consiste en une difficulté a trouver ses mots ou les confonds, le vocabulaire devient moins
riche, les phrases deviennent moins cohérentes, et les conversations sont plus ardues a
suivre, résultant en un comportement silencieux et asocial. L ’apraxie consiste en une perte
de la capacité a effectuer certains gestes du quotidien, résultant en une perte d’autonomie.
L’agnosie, quant a elle, se manifeste sous la forme d’une diminution des capacités de
reconnaissance des objets et/ou des visages. Il est utile de préciser que ces troubles de la
mémoire ou de I’orientation ne sont pas percues par le patient qui peut trouver injuste les

mesures de protection prises et y étre réfractaire.

o La phase terminale ou forme sévere : Commence dés lors de la perte d’autonomie,

aprés une phase prédémentielle de 3 a 6 ans. Cette perte est totale, le patient ne pouvant
plus ni se déplacer, ni communiquer, il devient grabataire. Le décés arrive le plus souvent

par malnutrition, déshydratation ou par une pneumonie causée par une fausse route.

Le syndrome amnésique est le plus severe et précoce, restant au premier plan du
tableau clinique tout au long de I’évolution de la maladie. Ce syndrome résulte des lésions de
I’hippocampe, ou convergent les informations mémorielles, qui est atteint le plus
préecocement. Parmi les mémoires a long terme, la mémoire déclarative (qui permet
I’expression verbale) est plus touchée que la mémoire procédurale (motricité). Ces trous de
mémoires peuvent étre remarques par le patient lui-méme ou son entourage, mais ne sont pas
nécessairement dus a la MA. On retrouve des troubles bénins de la mémoire chez les
personnes de plus 50 ans, ou les personnes déprimées, anxieuses ou surmenées, ainsi que chez
les patients avec un traitement a base de somniféres ou tranquillisants type benzodiazépines.

C’est lors de I’accentuation de ces troubles que I’on peut remarquer un début de MA.
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D’autres symptémes peuvent évoquer la maladie d’Alzheimer chez une personne
ageée, sans pour autant étre caractéristique de cette maladie : par exemple, une apathie de plus
en plus intense, de la fatigue chronique, un besoin soudainement accru d’aide dans les gestes
de la vie quotidienne, un état dépressif, des chutes répétées, un amaigrissement, etc.

Cette symptomatologie arrive trés tardivement dans la chronologie des lésions au
niveau des structures cérébrales atteintes. En effet, la dégénérescence neuronale serait moins
compensée par les neurones fonctionnels a partir du stade 7 (figure 21), stade ou la
dégénérescence neurofibrillaire va continuer sa progression pour toucher toutes les régions
corticales et sous-corticales. C’est ainsi que les Iésions cérébrales passent inapercues pendant
plusieurs années jusqu’a un seuil critique ou les troubles de mémoires deviennent

perceptibles.

2.2.2 Diagnostic et évaluation de la MA

La haute autorité de santé (HAS) en France a établi en décembre 2011 des
recommandations de bonne pratigues médicales concernant la MA et maladies
apparentées.’® Ces recommandations ont été réactualisées en mai 2018.1% Le dépistage
rapide pour la maladie d’Alzheimer n’existe pas encore et n’est donc pas généralisé, au vu des

connaissances actuelles.

Comme preécisé précédemment, le diagnostic commence lorsque les patients ou leur
entourage commencent a repérer, chez ces premiers, des troubles cognitifs, en particulier de la
mémoire, ou comportementaux. Parfois, la démarche diagnostique est proposée a des patients
consultant un médecin ou déja hospitalisés pour des troubles liés au declin cognitif (chute,
syndrome confusionnel, accident vasculaire cérébral, ...). Ensuite, vient le temps de
I>évaluation qui se passe en deux temps.1% Elle commence par une évaluation initiale menée
par le médecin généraliste, puis par une évaluation spécialisée menée par le médecin

spécialiste (neurologue, gériatre ou psychiatre). Le travail d’évaluation est pluridisciplinaire.

L’évaluation initiale permet de rechercher des troubles des fonctions cognitives et/ou
un syndrome démentiel. Cela passe par un entretien et un bilan neuropsychologique mené

surtout par le médecin généraliste et un neuropsychologue, en une ou plusieurs consultations.
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Lors de I’anamnese, il faut rechercher des antécédents ou facteurs de risques familiaux ou
non pour la MA ou d’autres demences. Il convient aussi d’évaluer I’impact des troubles sur la
vie du patient. Lors de I’examen clinique, il faut renseigner I’état général du patient ainsi que
rechercher une confusion mentale ou des troubles sensoriels et moteurs. A ce stade,
I’existence de signes doit plutdt évoquer un autre diagnostic que la MA, puisque I’examen

neurologique reste normal assez longtemps.

Il est recommandé d’utiliser une méthode d’évaluation globale de maniére
standardisee a I’aide du Mini-Mental State Examination de Folstein (MMSE). Ce test
simple explore les fonctions mentales : la capacité de mémoire a court-terme (capacité a
retenir trois mots durant quelques minutes), 1’orientation dans le temps et dans I’espace, les
capacités de calcul et la compréhension de demandes simples (Annexe 2). Ce test est noté sur
30 points, 25 étant le seuil en-dessous duquel les fonctions mentales sont considérées comme
anormalement faibles. Ce test est faussé par le niveau d’éducation du patient mais il reste le
test de référence.l%? L’interprétation de ce test nécessite donc la prise en compte de
nombreux facteurs tel que I’état affectif, le niveau de vigilance, I’a4ge ainsi que le niveau

socio-culturel et professionnel.

Le score a ce test permet de statuer sur la phase de la maladie atteinte par le patient :

o Un score au MMSE entre 21 et 25 pts correspond a la phase de début.
o Un score au MMSE entre 10 et 20 pts correspond & la phase prédémentielle.
o Un sore au MMSE inférieur a 10 pts correspond a la phase terminale.

On peut décomposer plus précisément ce score tel que ;1%

o Un score au MMSE au-dessus de 25 ->troubles neurocognitifs légers
o Un score de MMSE entre 21 et 25 - stade léger

o Un score au MMSE entre 16 et 20 - stade modéré

o Un score au MMSE entre 10 et 15 - stade modérément severe

o Un score au MMSE entre 03 et 10 > stade sévére
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Il faut prendre des précautions car certains patients atteints de troubles du

comportement, sans étre atteints de MA, présentent un score élevé au MMSE. 1%

A ce stade, il est temps de chercher les hypothéses étiologiques de I’état du patient.
Divers examens peuvent étre menés pour investiguer la cause (examens biologiques ou
imagerie morphologique). Méme si la cause principale de syndromes démentiels est la MA, le

diagnostic n’est pas encore posé et pour cela il faut chercher des signes spécifiques.

Si I’évaluation initiale est en faveur d’un déclin cognitif, une évaluation plus
spécialisée est menée, notamment pour mesurer I’atteinte fonctionnelle (troubles cognitifs),
psychique et comportementale (dépression), neuropsychologique (mémoire épisodique,
attention, fonctions exécutives et instrumentales). De plus, des examens spécialisés doivent
étre réalisés et ceux-ci sont multiples :

o L’imagerie par résonance magnétique (IRM) qui permet d’observer I’atrophie corticale
et hippocampique.

o L’imagerie fonctionnelle avec la tomographie par émission de positons (TEP scan) qui
permet d’observer la baisse du métabolisme et les lésions cérébrales caractéristiques,
comme les plaques séniles.

L’IRM et le TEP-scan n’assurent pas un diagnostic positif, mais peuvent étre indiquées pour

les démences atypiques.

o La ponction lombaire pour analyse du LCR qui permet de doser des marqueurs
specifiques, la protéine Tau et AP, surtout pour écarter un doute chez les patients jeunes.

o L’électroencéphalogramme n’est indiqué que selon un contexte clinique particulier.

o L’étude génetique pour la recherche de mutation sur APP, PS-1 et PS-2, est indiquée s’il
y a des antécédents familiaux de démences.

o La biopsie cérébrale est indiquée pour les démences rares.

Le suivi des patients atteints de MA se fait a deux échelles de temps. Un suivi
rapproché qui a lieu tous les trois mois par le médecin généraliste sur I’état général du
patient et sa tolérance aux traitements. Un suivi standardisé qui a lieu tous les six mois par le
médecin traitant et d’autres praticiens, qui réévaluent le patient avec le MMSE et une

évaluation sociale, ainsi que les aidants.
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2.2.3 Prise en charge

A I’issu du diagnostic, une prise en charge thérapeutique peut étre instaurée au
moyen de traitements médicamenteux ou non, spécifiques ou non, toujours selon la HAS.
Ces traitements ont pour objectif de préserver le plus longtemps possible I’autonomie du
patient, soutenir les proches aidants, et prendre en charge les troubles du comportement.
Divers praticiens peuvent intervenir, tels les orthophonistes, les kinésithérapeutes, et les

ergothérapeutes. La prise en charge est elle aussi pluridisciplinaire.

La prise en charge non médicamenteuse releve de la préservation de I’autonomie et
qualité de vie du patient, de la gestion des troubles chroniques du comportement et du soutien
des aidants. La prise en charge médicamenteuse, est facultative, au vu de la faible efficacité

des médicaments sur le marché.

2.2.3.1 Non médicamenteuse

Les thérapies comportementales et adaptatives permettent de compenser le handicap
dd aux MA. La prise en charge s’appuie notamment sur les compétences préservées (bilan
neuropsychologique) et les capacités d’adaptation de la personne malade ainsi que celles de
I’entourage. Il s’agit notamment de maintenir une autonomie et un bien-étre acceptables et

compatibles avec le maintien & domicile.*%1%4

Pour cela, plusieurs interventions non pharmacologiques sont mises en place, soit en
ambulatoire, soit en institution spécialisée. Ces interventions agissent au niveau psychique,
cognitif, fonctionnel et/ou social et sont donc multidimensionnelles. Pour les mettre en place,
plusieurs disciplines interviennent (ergothérapeutes, infirmiers, kinésithérapeutes,
orthophonistes, psychologues et psychomotriciens). Ces interventions prennent aussi en

compte le role et I’état de santé des aidants.

La prise en charge psychique se fait au moyen d’un accompagnement par les
médecins qui sont intervenus dans le diagnostic, ainsi que par des psychologues et/ou
psychiatre. Peuvent étre mises en place des thérapies individuelles ou de groupe, ou encore

des thérapies psycho- ou cognitivo-comportementales, etc... Ceci afin de permettre au patient
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d’exprimer leur ressenti, représentations et craintes, ainsi que pour identifier les probléemes
psychopathologiques liées aux pathologies neurodégénératives. Un autre objectif est de

maintenir une certaine estime de soi au fur et a mesure de I’installation d’une dépendance.

Pour I’aspect cognitif, la simulation cognitive rassemble des activités de mise en
situation ou simulations de situations de la vie quotidienne, permettant de ralentir la perte
d’autonomie au quotidien. Les aidants peuvent aussi bénéficier des simulations a un degré
différent. Il existe aussi en institution spécialisée la revalidation cognitive, qui est une
méthode de rééducation neuropsychologique pour compenser un déficit cognitif, aux stades
legers de la pathologie. Face aux troubles de la communication (et aussi de la deglutition)
durant la phase modérée de la pathologie, une prise en charge par un orthophoniste peut étre
proposée et est plutdt recommandée. L’ activité motrice a un impact positif sur les capacités
physiques et sur la prévention du risque de chutes, mais aussi sur certaines mesures
cognitives, aptitudes fonctionnelles et comportementales. Et quant au comportement, une
analyse peut étre menée pour identifier les facteurs susceptibles de générer, aggraver, ou
améliorer de tels comportements. Ces facteurs peuvent étre par exemple, la dépression,
I’angoisse, ou encore les facteurs psychosociaux ou environnementaux. Des thérapies peuvent
étre mises en place, méme si I’efficacité reste a démontrer (musicothérapie, aromathérapie,

luminothérapie, etc...)

2.2.3.2 Médicamenteuse

Il existe des traitements spécifiques pour la MA, méme si aucun n’est curatif,
seulement symptomatique. Leur efficacité est limitée et ne sont pas prescrits nécessairement.
Les contre-indications et effets secondaires ne leur permettent pas de présenter un service
médical rendu acceptable pour la HAS. En 2018, les nouvelles recommandations de la HAS
concernant la prise en charge médicamenteuse ne concluait pas un service médical rendu
suffisant des molécules sur le marché dans les phases Iégéres & modérées.’®* Malgré cette
réserve, ces medicaments conservent leur autorisation de mise sur le marché (AMM) et la
prescription reste a I’appréciation du médecin. Ainsi, ces médicaments ne sont plus

remboursés depuis le 1°" aodt 2018.
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Selon le VIDAL, ces médicaments se regroupent dans deux familles, les inhibiteurs
de P’acétylcholinestérase et la mémantine, seule représentante ici des inhibiteurs du
récepteur NDMA, dans la transmission glutamatergique. Leur prescription va dépendre du
score au MMSE, et leur prescription est réservée aux neurologues, psychiatres et gériatres ou
médecins généralistes spécialisés. Les pratiques recommandées en 2011 par I’HAS

établissaient une prescription selon la phase de la MA tel que :

= Phase de début (MMSE > 20) :

= Phase prédémentielle (10 < MMSE < 20):
ou

= Phase terminale (MMSE < 10) :

Si la premiére prescription est réalisée par le neurologue, psychiatre ou gériatre, elle
peut &tre renouvelée par un médecin généraliste. La dose prescrite est d’abord minimale, puis
augmentée progressivement jusqu’a la dose maximale tolérée autorisée par le patient.
L’observance et la tolérance des traitements doit étre assurée, surtout chez les patients isolés.
Aussi, la poursuite ou I’arrét du traitement est décidée au regard de la balance
bénéfice/risque réévaluée régulierement, du score MMSE, de I’age, de I’entrée en institution,

et selon le contexte de chaque patient.
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Donépézil (ARICEPT®), anticholinestérasique; Rivastigmine (EXELON®), anticholinestérasique; gélule 1,5-3 - 4,5 -
cp5-10mg 6 mg; dispositif transdermique 4,6 - 9,5 mg/24h; sol. buv. 2 mg/mL
H3C’O
NH,
0! N—CH,
H Q
H
OH
Galantamine (REMINYL®), anticholinestérasique; Mémantine (EBIXA®), antiglutamate; sol. buv. 5 mg/pression;
sol. buv. 4 mg/mL cp 10 mg; cp sécable 20 mg

Figure 23 Spécialités sur le marché indiquées dans le traitement symptomatique de la MA.
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o Les inhibiteurs de I’acétylcholinestérase :

IIs regroupent trois molécules indiquées dans le traitement symptomatique de la MA,
le donepézil, la rivastigmine et la galantamine. Elles sont prescrites dans les formes Iégeres
a modérément séveres de la MA. Elles agissent toutes trois par inhibition de I’enzyme
responsable de I’hydrolyse de neurotransmetteurs, I’acétylcholinestérase. Son inhibition
permet d’augmenter la concentration en acétylcholine dans la fente synaptique, et donc de
favoriser la transmission cholinergique, dans des zones du cerveau ou celle-ci serait
diminuée. Cela se justifie par Iatteinte particuliére a la voie cholinergique dans la MA 5%
Comme déja précisé, la dose prescrite est augmentée progressivement a partir de la

posologie minimale.

Les formes galéniques sont administrables surtout per os, (comprimés secs, sécables,
orodispersibles, gélules, solutions buvables), et par voie transdermique (dispositif
transdermique pour la rivastigmine seulement). Les effets indésirables de cette famille sont le
plus fréquemment digestifs (nausées, vomissements et diarrhées), cardiaques (bradycardie et
arythmie) ou neuropsychiques (hallucinations, agitation, agressivité, convulsions, fatigue et
crampes musculaires, céphalées, douleurs, vertiges, malaises, etc...). La galantamine expose
quant a elle, a un risque d’éruption cutanée potentiellement grave, menant a un possible arrét
du traitement aprés apparition de rougeurs cutanées. Il existe de nombreuses interactions
médicamenteuses avec ces substances, & commencer avec les autres inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase, mais aussi I’ibuproféne, en vente libre. Un électrocardiogramme est
recommandé avant la prescription d’un inhibiteur de I’acétylcholinestérase chez les patients
ayant des antécédents cardiaques ou sous traitements bradycardisants (B-bloquants par

exemple).
Méme si le service médical rendu n’est pas estimé suffisant par I’HAS, ces molécules

possédent tout de méme une efficacité dans les formes Iégeres et modérées, voire sévére pour

le donépézil, sur la stabilisation ou le ralentissement du déclin des fonctions cognitives.0"-110
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o La mémantine, inhibiteur du récepteur au glutamate NMDA

La mémantine est prescrite pour des formes plus sévéres que celles ou I’on prescrit les
inhibiteurs de I’acétylcholinestérase. En inhibant les récepteurs NDMA, la mémantine produit
un effet neuroprotecteur en évitant un excés de stimulation de ces récepteurs par le

glutamate. !

Les formes galéniques disponibles pour cette substance sont des comprimés ou des
solutions buvables. Les effets indésirables les plus fréquents sont neurologiques (vertiges,
maux de téte, fatigue, somnolence, hallucinations, confusion), digestifs (constipation) et
vasculaires (hypertension artérielle). La mémantine peut interagir avec d’autres médicaments
utilisés dans d’autres pathologies neurodégénératives tel que la maladie de Parkinson
(anticholinestérasiques et Iévodopa). Des interactions existent aussi avec les neuroleptiques,
qui peuvent étre prescrits chez des patients atteints de MA qui présentent de I’agressivité

dangereuse pour eux-mémes ou leurs proches.

La mémantine est une molécule possédant une grande sécurité d’utilisation.™ Il est
aussi intéressant de préciser que la combinaison donézépil — mémantine en premiére

intention est la plus utile des combinaisons avec la mémantine.'°

Avec seulement quatre substances médicamenteuses sur le marché, toutes non
remboursés du fait de leur efficacité relative, il est urgent de trouver des substances capables
d’empécher I’altération des fonctions cognitives chez les patients atteints. De nombreuses
voies de recherche vont dans ce sens et certaines molécules sont en phases cliniques. 1l reste a

établir si ces molécules sont prometteuses ou non.

D’ailleurs, si le traitement de la MA est pluridisciplinaire, le pharmacien y est peu
inclus, en raison d’une moins bonne formation des pharmaciens d’officine sur les
thérapeutiques non-médicamenteuses et I’aspect psycho-social de la pathologie.’'? Cela
n’empéche pas d’observer un certain intérét de ceux-ci pour la pathologie, que ce soit pour

des raisons familiales, ou parce qu’il n’existe aucun traitement médicamenteux justement.
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2.3 Strategies de recherche et traitements en essais cliniques

La grande majorité des voies de recherche concerne I’inhibition ou la réduction de la
toxicité causée par les protéines amyloidogéniques et leurs interactions (figure 24).2°
Malheureusement, la plupart des molécules qui présentaient des résultats in vivo
encourageants n’ont pas pu passer la phase 3 des essais cliniques, voire les phases
antérieures. Ainsi, la recherche de nouvelles substances actives bat toujours son plein et on ne
peut qu’espérer qu’un futur médicament en sorte. On peut regrouper les différentes stratégies
existantes sous plusieurs catégories : les traitement anti-Tau, les traitements anti-Ap, les

traitements anti-ApoE4 et les traitements autres (anti-inflammatoires, anti-oxydants, ...)
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Figure 24 Représentation schématique des diverses stratégies thérapeutiques dans la MA."®

De trés nombreuses substances ont été soumises aux essais cliniques ou sont encore
évaluées actuellement. Aucune n’a a I’heure actuelle d’autorisation de commercialisation pour
une indication dans la MA, malgré des résultats tres prometteurs de certaines en début

d’essais.

2.3.1 Stratégies antiamyloides

Depuis une trentaine d’année, la plupart des traitements proposés et étudiés pour traiter

la MA interviennent dans la cascade amyloide. Nous avons connaissance de molécules
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naturelles ou non capables d’inhiber la cascade amyloide, mais celles-ci ne sont pas forcément
de bons candidats medicaments ou sont en phases d’essais cliniques. Une premiére
classification propose deux grands axes de stratégies anti-Ap qui se concentrent sur, d’une
part, la diminution de la production d’Ap pour éviter la production et les effets des especes
toxiques, et, d’autre part, I’augmentation de la clairance d’Ap pour les mémes raisons.!*® Les
substances intervenant dans ce premier axe sont des inhibiteurs de sécrétases (B- ou y-
sécrétases). Et le deuxiéme axe concentre I’immunothérapie, qui développe des anticorps
ciblant directement ou non AB. Avec I’émergence de nouvelles molécules intervenant a
d’autres niveaux de la cascade, une autre classification fut proposée selon laquelle il existe

quatre axes de stratégies d’inhibition de la cascade amyloide.®®

1) Empécher la production d’oligomeres ou les éliminer directement

Ce premier point consiste simplement a empécher la formation ou réduire la quantité
d’oligomeéres produits. Si le descriptif est simple, il y a beaucoup d’étapes a prendre en
compte. Ainsi, les possibilités d’inhibition peuvent agir sur I’expression d’APP, le clivage
protéolytique d’APP par les sécrétases, puis sur toutes les étapes de I’agrégation. Parmi les
traitements testés en essais cliniques, 27% de ceux en phase Il et 57% de ceux en phase Il
concernent cette catégorie. Les échecs de ces traitements semblent liés a divers facteurs,
comme une mauvaise sélection des patients, un manque de tests in vitro et des effets

secondaires par mangue de sélectivité, mais surtout par manque d’efficacite.

o Inhibiteurs de B-sécrétase (BACE)

Les inhibiteurs de BACE repréesentent 6% des traitements en phase 11 et 18% en phase
I11. Cibler les enzymes a I’origine de la production du peptide AB permet d’empécher
I’accumulation de la forme susceptible de s’agréger. Plusieurs traitements étaient prometteurs
mais de nombreux inhibiteurs de BACE, dont le verubecestat (MK8931), ont échoué en 2018
en phase Il par manque d’efficacité.!** En 2019, un seul inhibiteur de BACE se trouvait
encore en phase I, E2609 (elenbecestat), mais fut tout de méme arrété pour manque
d’efficacité.!t®
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Figure 25 Exemples d'inhibiteurs de BACE en phase clinique.

o Inhibiteurs de y-sécrétase

L’ autre enzyme intervenant dans la production du peptide A, est moins spécifique sur
ses substrats, que BACE.''® Le semagacestat, anti-y-sécrétase de premiére génération, est
arrivé en phase Il mais a échoué a cause d’une balance bénéfice-risque trop défavorable. La
plupart des traitements entrainait les mémes effets secondaires, a savoir des troubles
hématologiques, gastrointestinaux, réactions cutanées et changement de coloration capillaire.
Ces effets semblent étre d0 a I’action de la y-sécrétase dans la voie de signalisation Notch.
C’est pour éviter ces effets qu’une deuxieme genération a été proposée, afin d’améliorer la
sécurité des traitements. Ces molécules de deuxiéme génération provoquent toujours des
effets secondaires lourds (comme [I’avagacestat), et peu d’amélioration des fonctions
cognitives est observée. En 2019, aucun traitement anti-y-sécrétase n’était en phase I11, mais
de nouveaux traitements, comme CHF-5074, dérivé de I’anti-inflammatoire flurbiproféne, en

phase Il a montré une bonne tolérance.
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Figure 26 Exemples d'inhibiteurs de y-sécrétase en phase clinique.
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o Immunothérapies

Les immunothérapies anti-Ap représentent 8% des traitements en phase 1l et 18% en
phase II1. Les immunothérapies sont soit active, soit passive.*® L’immunisation active passe
par I’utilisation de vaccin, tandis que I’immunisation passive passe par I’injection d’anticorps
monoclonaux dirigés contre AB. En I’an 2000, le premier vaccin AN-1792 contenait un
peptide pré-agrégé d’Ap avec un adjuvant. Malgré les méningites, une réduction de la quantité
de dépdts amyloides fut observée. Un autre vaccin, CAD-106 ou amilomotide, contient un
fragment APB1.6 dérivé de la séquence N-ter d’épitope d’AB couplé avec une particule virale,
comme séquence immunogénique.’'’ Les essais de phase Il n’ont pas montré d’effet
indésirables compromettants, et les essais de phases I1/l11 se termineront en 2023. Un vaccin
utilisant aussi la séquence ABis connecté a une protéine de transport, s’est vu arrété, ACC-
001, apres des effets secondaires lourds, liés a une réponse immunitaire forte.

Alors gu’aujourd’hui, elle constitue une part importante de I’immunothérapie contre la
MA, P’immunisation passive a d’abord montré des résultats peu prometteurs. La raison
invoquée pour expliquer I’échec de ces traitements & base d’anticorps monoclonaux
humanisés (immunoglobulines, 1gG) est un manque de sélectivité pour les oligomeres
solubles toxiques.'® A la place, elles ont été établies pour fixer les monomeéres d’Ap et il faut
donc modifier le ciblage de ces traitements. Ce manque de sélectivité est aussi a I’origine des
doses importantes administrées. Ainsi, ACU-193, une 1gG2 humanisée, a montré une
sélectivité 500 fois meilleure pour les oligomeéres que pour les fibrilles et 2500 fois meilleure
que pour les monoméres.*>!1° || reste encore a entamer les essais cliniques pour en voir les
effets. Deux autres anticorps, le Crenezumab et I’Aducamumab, prennent aussi le parti
d’augmenter leur sélectivité pour les oligoméres, mais principalement les diméres. Or, ce ne
sont pas les especes les plus toxiques parmi les oligoméres d’AB. Le premier anticorps
humanisé, le Bapineuzumab, était dirigé contre la séquence N-ter ABis et un anticorps
monoclonal plus récent, la Solanezumab, cible quant & lui le domaine central d’Ap. Cette
différence aboutit & une augmentation des taux d’Ap dans le LCR, venant du clivage des
fibrilles dans les depdts amyloides. Enfin, le Gantenerumab, un anticorps humain est capable

de se fixer a Ap par deux sites, sur la séquence N-ter et le domaine central.
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En 2021, au moyen d’une procédure accélérée, la FDA (Food and Drug
Administration) a autorisé la commercialisation de I’aducanumab (Aduhelm®).!?® Malgré
cette commercialisation donnant espoir a de nombreux patients, des doutes subsistent quant a

son efficacité, notamment dans le cas d’un des deux essais de phase I11.

o Agents anti-agrégants

Cette catégorie regroupe toutes les petites molécules (substances naturelles, peptides et
peptidomimétiques) qui sont utilisées pour empécher le peptide AP de s’agréger en
interagissant avec lui ou les espéces qu’il forme en s’agrégeant, afin d’empécher leurs effets
toxiques. L’un des premiers composés qui a montré une capacité a inhiber I’agrégation d’Ap

est le rouge congo, un composé diazoique utilisé comme colorant et indicateur de pH.

Substances naturelles : Des substances naturelles sont déja connues pour les effets
qu’elles montrent dans I’inhibition de I’agrégation de protéines amyloidogéniques.*?*
4 NH, N

Tétracycline Doxycycline lododoxorubicine

OH O OH O O

k | Tétracyclines et anthracyclines |

Figure 27 Exemples de tétracyclines, anthracyclines antiamyloides.*?

Les tétracyclines et anthracyclines sont deux familles de molécules naturelles
d’origine bactérienne (Streptomyces sp.) déja utilisées en médecine humaine, comme
anticancéreux ou encore comme antibiotiques. Elles inhiberaient I’amyloidogénése par
interaction hydrophobe grace a leur région hydrophobe polycyclique aromatique (figure
27).12! Elles peuvent se lier a différentes espéces de I’agrégation, que ce soient les différents
oligomeéres ou les fibrilles, mais pas aux monomeres. La modulation des substituants
hydrophiles permet de moduler I’affinité pour ces différentes especes, oligoméres, ou fibrilles.
De plus, la fixation de ces molécules aux oligomeres et fibrilles, induit un réarrangement de la
structure de ces derniéres en dép6t insolubles aux propriétés différentes des fibrilles

amyloides.
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Figure 28 Exemples de polyphénols antiamyloides.'?*

Les polyphénols végétaux forment un vaste ensemble de substances. Leur
caractéristique structurale principale est la présence d’un ou plusieurs phénols, obtenu par
voies de biosynthése, celle de I’acide shikimique et celle des polyacétates.'?? Ils sont déja
connus pour leurs effets antioxydant et anticancéreux, et a cela s’ajoutent des propriétés sur la
prévention et le retard de I’agrégation de protéines amyloidogéniques.’?t Les noyaux
aromatiques ainsi que les fonctions phenoliques de ses substances sont responsables de leurs
propriétés antiagrégant et antioxydante. Malgré des propriétés pharmacologiques
intéressantes, ces substances possedent une mauvaise biodisponibilité, compromettant leur

potentiel thérapeutique.

Le gallate d’épigallocatéchine (EGCG), ester de I’épigallocatéchine (EGC) et de
I’acide gallique est un flavonol ainsi que la catéchine majoritairement retrouvé dans les
feuilles de thé vert. L’EGCG preévient I’agrégation de protéines ou peptides, dont A, en la
redirigeant vers la formation d’agrégats « off-pathway » pauvres en feuillets 8, non toxiques.
L’EGCG est aussi sensible a I’auto-oxydation, modifiant sa biodisponibilité, mais les
métabolites auraient une encore plus forte activité dans I’inhibition de I’agrégation. L’EGCG
a terminé son évaluation en phase Il en avril 2020, et n’a montré aucune efficacité sur le

critére d’évaluation principal, en plus de causer des dommages au foie de certains patients.*?®
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Le resvératrol est un stilbene présent dans les raisins, les mdres, le vin rouge ou encore
les cacahouétes.’?' Il posséde des propriétés neuroprotectrices, qui seraient liées a son
caractére antioxydant, antiinflammatoire et a sa capacité a induire I’expression d’enzymes
antivieillissement, les sirtuines.!?* Le resvératrol peut inhiber ’agrégation d’Ap, et aussi de
IAPP, non pas par inhibition de I’oligomérisation mais par retard de la formation de fibrilles
et par désagrégation de celles-ci, aboutissant a des oligomeres structurés difféeremment, et
incidemment moins toxiques. En 2013 et 2014, le resvératrol a échoué a montrer une

efficacité supérieure au placebo dans des essais de phase II.

La curcumine est un pigment phénolique jaunatre trouvé abondamment dans le
curcuma, plante rhizomateuse herbacée d’Asie du sud-est utilisée en médecine chinoise et
ayurvédique notamment.'211% Cette molécule interfére avec I’agrégation d’AB, de Tau, de
I’a-synucléine, et la PrP. Cependant, aucune preuve pour la PrP ne vient appuyer I’hypothése
que cette fixation empéche I’apparition d’especes toxiques. Cette molécule prévient
I’oligomérisation d’Ap et Tau, redirige la formation d’oligomeres vers des espéces moins
toxiques, et désagrege les fibrilles. La faible solubilite de la curcumine étant un frein majeur a

son efficacité, des dérivés plus hydrosolubles sont en cours de développement.

L’ oleuropéine est le composé phénolique principal de I’huile d’olive. En plus
d’inhiber I’agrégation de beaucoup de protéines amyloidogéniques (dont Tau et Ap), elle
posséde des propriétés antiinflammatoire, antitumorale, et antioxydante.!?> Son mode

d’inhibition fonctionne de fagon similaire aux autres substances déja évoquées.

Un mélange d’oligosaccharides linéaires acides extrait d’une algue brune, le GV-971,
a montré des résultats prometteurs en phase 111.1%° Ce traitement agirait a la fois en inhibant
I’agrégation d’ApB, la neuroinflammation, et le déséquilibre du microbiote intestinal. Un

nouvel essai de phase Il est prévu, selon Alzforum.org.

p-sheet breakers : Une famille de petites molécules, a été développée spécifiqguement
pour inhiber I’agrégation de protéines amyloidogéniques. Il est fait référence a cette famille
par le terme « B-sheet breakers », « 3 breakers » ou disrupteurs de feuillets p. Ces p-sheet
breakers regroupent des acides aminés, peptides, et peptidomimétiques ayant pour role la

perturbation ou la rupture des interactions entre protéines. Plus précisément, I’intérét est
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d’empécher les interactions entre les différentes especes actrices de I’agrégation d’Ap, et

peuvent donc agir a différentes étapes de ce processus (figure 29).
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Figure 29 Possibles voies d'inhibition de I'amyloidogénese par utilisation de « disrupteurs » de feuillets p ou « B-
sheet breakers ».7
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Figure 30 Exemples de B-sheet breakers en essai clinique.

L’ALZ-801 est une prodrogue de I’homotaurine (tramiprozate ou acide 3-amine-1-
propanesulfonique), a laquelle est rattachée par fonction amide de la D-valine.?” Une fois,

dans I’organisme, I’ALZ-801 est convertie en homotaurine, elle-méme métabolisée en acide
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3-sulfopropanoique, qui posséde I’activité inhibitrice des oligoméres toxiques d’Ap. Un

prochain essai clinique de phase I11 devait débuter début 2021.

Le PRI-002, anciennement RD2, est un dodécapeptide développé pour se fixer et
stabiliser les monomeéres d’AB1-42.12212° Les D-peptides présentent I’avantage de pouvoir étre
administré per os, ce qui n’est pas le cas des L-peptides. Des essais de phase | furent menés
en 2018 et 2019, qui ont montré la bonne sécurité du PRI-002, donnant des résultats pour

I’instant prometteurs.

Combinaisons de traitement : Enfin, il est pertinent d’évoquer les combinaisons de
traitements qui, seuls, échouent a produire un effet thérapeutique significatif. AMX0035 est
une combinaison de deux substances (le phénylbutyrate de sodium et [I’acide
tauroursodésoxycholique) qui bloquent de fagon synergique le stress mitochondrial et du
réticulum, actuellement en phase 11351 ALZT-OP1 est une combinaison de petites
molécules, la cromoglicate de sodium, un antihistaminique indiqué dans I’asthme, et
I’ibuprofene, un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS). La ou le cromoglicate de sodium
inhibe in vitro I’agrégation d’Ap, [Iibuprofene a pour réle d’inhiber la
neuroinflammation.®>!3! Cette combinaison était toujours en phase Il d’essais cliniques en
2019.

( (@) Cromoglicate de sodium Agent @) Ibuproféne antiinflammatoire E
5 0 antiagrégant d’AB 0 commercialisé
- - -
Na O O Na
| | OH
OH *
@)
o P T
\ J

Figure 31 Structures des substances actives dans I'association ALZT-OP1.

2) Bloquer la fixation des oligomeéres aux recepteurs

Bloquer les récepteurs peut permettre d’inhiber les effets de la fixation des oligoméres
a ces récepteurs, mais seuls quelques récepteurs sont ciblés par des substances en cours
d’évaluation clinique. On peut citer les récepteurs RAGE, sigma-2 (impliqué dans

I’lhnoméostasie du cholestérol), canaux calciques et a I’insuline.®® Plusieurs traitements ont
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émergé pour agir sur ces récepteurs, et le lien entre MA et diabete est mis en avant par les
stratégies agissant sur le récepteur a I’insuline. L’azeliragon est une petite molécule inhibitrice
de RAGE, actuellement en phase 111 jusqu’en 2023.1%2 Cette molécule aurait un double effet,
en agissant a la fois sur la clairance d’Ap, et en réduisant I’inflammation et le stress oxydant.
Le récepteur sigma-2 prend part, entre autres, aux voies de signalisation neuronale et I’elayta,
un antagoniste de sigma-2, agirait en compétition de la fixation des oligomeres d’Ap avec
sigma-2, réduisant ainsi la toxicité synaptique.® L’elayta a recu les financements pour des
essais en phase Il. Une molécule proche de la nifédipine, dihydropyridine indiquée dans
I’hypertension artérielle notamment, la nilvadipine, antagoniste de canaux calciques, fut testée

en phase 111 jusqu’en 2018, mais n’a pas produit d’effet significatif.***

4 :
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Figure 32 Exemples d'inhibiteurs de récepteurs RAGE et canaux calcium en phase clinique.

Il existe une relation entre diabete et MA, et ¢’est pour cela qu’ont été testées plusieurs
substances déja sur le marché. La metformine, utilisée en premiere intention dans le diabéte
de type 2, a permis de réduire I’inflammation, le stress oxydatif et la production de peptide AB
par régulation de BACEL. En revanche, elle provoquerait des carences en vitamine B12,
conduisant a la survenue de démences.® Un effet positif sur les fonctions cognitives de la
metformine a été observé dans un essai de 2013. Des essais débutés en aolt 2020, sur des
patients en surpoids, avec des troubles cognitifs l1égers et des résultats sortiront en 2024. Une
autre substance commercialisée, le liraglutide, un analogue de I’hormone incrétine Glucagon-

like peptide 1 (GLP-1), a été testé en 2014 et a montré une amélioration sur 3 des 5 criteres
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évalués, en plus de montrer une bonne sécurité d’utilisation.®*® Enfin, la pioglitazone, une
thiazolidinedione agoniste sélective des récepteurs nucléaires « peroxisomal proliferator
activated receptor » gamma (PPAR-y), utilisé comme antidiabétique afin de diminuer la
résistance a I’insuline, est actuellement en phase 111.13"1% Sa présence dans ces essais
s’explique par le role que joue PPAR-y dans I’inhibition de la neuroinflammation provoquée
par la microglie en réponse aux dépéts amyloides. Ainsi, le relargage de cytokines se voit

diminué et la phagocytose d’Ap augmente.

3) Interférer avec les voies de signalisation induites par les oligomeéres

Ce point est moins étudié dans le cas spécifique d’Alzheimer, mais permet de faire
intervenir des classes de molécules que I’on retrouve dans d’autres domaines d’études, tels
que les autres tauopathies ou encore le cancer. En effet, interférer avec les voies de
signalisation peut se faire par I’inhibition de kinases (Tyrosine Kinases, Fyn, GSK3p/CDKY5).
Des inhibiteurs de kinases tel que le saracatinib, visent la voie de transduction PrPc/-mGIuR5
et Fyn, et celui-ci est encore en phase Il d’essais cliniques, ouvrant la voie a d’autres
inhibiteurs de Fyn.™*® Un autre inhibiteur, le nilotinib, lui, cible la kinase Abl et peut aider
dans I’élimination des SP et NFTs par activation de I’autophagie. Ce dernier est aussi en
phase Il. Enfin, on peut aussi citer le masitinib, inhibiteur, entre autres, des kinases Fyn et

Lyn, actuellement en phase 111.14°

4) Diminuer la quantité d’effecteurs secondaires comme Tau

C’est la catégorie qui regroupe le reste des substances arrivées en phases Il (8%) et 111
(4%) d’essais cliniques. Les stratégies visant Tau se sont accentuées ces derniéres anneées,
notamment en raison des faibles résultats des traitements ciblant AP dans les phases cliniques.
Initialement, les stratégies ciblant Tau se concentraient sur des inhibiteurs de kinases contre
I’hyperphosphorylation, des inhibiteurs de son agrégation, ou encore des stabilisateurs de
microtubules et avec le temps ont émergé des immunothérapies ciblant directement Tau.
Depuis, les substances se retrouvant souvent en phases d’essais cliniques s’incluent dans ces

immunothérapies ciblant directement Tau.!6:141
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La plupart des essais cliniques testant des traitements anti-Tau portent

principalement sur certains types de traitements :113114116.141

o I’activation de phosphatases (PP2A) ;

o des immunotheérapies ciblant Tau ;

o I’inhibition de kinases a I’origine de I’hyperphosphorylation de Tau, comme la
CDKG5 ou la GSK3p ;

o I’inhibition de I’agrégation de Tau.

| + | +
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LMTX (TRx0237) inhibiteur de I'agrégation de \< microtubule; Phase |
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Figure 33 Exemples de molécules ciblant Tau en phase clinique.

Il existe d’autres types de molécules anti-Tau, en nombre plus réduit, qui peuvent agir
par exemple sur [’acétylation de Tau, son expression ou encore la stabilisation de
microtubules. On peut citer comme petite molécule I’épothilone D, stabilisateur de
microtubule, qui a montré une bonne innocuité et une petite efficacité chez la souris, mais qui

a été arrété dés la phase 1.14?

Parmi les substances anti-Tau en phases d’essais cliniques, plusieurs présentent un
intérét, comme le méthylthioninium méthanesulfonate, appelé LMTX (ou TRx0237) a atteint
plusieurs fois la phase Il d’essais cliniques mais les résultats n’ont pas montré d’effet
significatif contre placebo.!*® Les résultats d’un autre essai clinique pour le LMTX étaient
attendus pour décembre 2020. AADvacl est un vaccin consistant en une peptide constitué des
résidus 294 a 305 de la séquence de Tau et figure parmi les immunothérapies actives anti-Tau.

Elle est capable de reconnaitre la protéine Tau physiologique de sa version pathologique, et
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permet de générer une production suffisante d’anticorps. Ce vaccin est en cours d’évaluation
de sa toxicité. Parmi les immunothérapies passives, figure le Zagotenemab, pensé pour cibler
et neutraliser les agrégats de Tau. Malgré I’engouement certain pour I’immunothérapie,

aucune substance immunisante anti-Tau n’a produit d’effet significatif suffisant.
2.3.2 Stratégies non-antiamyloides

S’attarder sur la cascade amyloide et Tau ne doit pas faire oublier d’autres aspects de
la pathologie. Ainsi, des stratégies visant I’apolipoprotéine ApoE4 ont émergé, au moyen de
thérapie génique, de molécules interagissant directement avec elle ou d’autres approches
diverses.®>113 Cette approche concernera préférentiellement les personnes présentant I’alléle
g4 pour I’isoforme ApoE4, puisqu’il reste 20 % des formes de MA tardives qui n’ont pas cet
allele. 1l est possible de cibler I’APoE4 par diverses méthodes et elles ciblent précisément
I’ApoE4 afin de limiter le gain de toxicité neuronale. Ces méthodes se distinguent selon
qu’elles ciblent des propriétés dépendantes ou non d’AB (figure 34), en plus de la thérapie
génique, traitement semblant idéal, mais dont la faisabilité et les effets restent a demontrer.

1. Therapie genique

Etcindre ou convertir le géne ApoE4 par les
génes ApoE3 ou ApoE2 avec CRISPR/Cas9

ApoE4

2. Approches directes sur 3. Molécules interagissant avec
ApoE4 ApoE4 et ses voies de signalisation
- Augmenter la lipidation - Interactions entre ApoE4 et A

- Immunothérapies anti-ApoE4 - La protéine de lipidation ABCAL1

- Correcteurs de structures - Récepteur 4 ApoE4 et affiliés
d’ApoE4 - Mimes d’ApoE4

- Dégradation d’ApoE4 - Voies de signalisation liées a
- Traitements par APoE2 I’APoE4

Figure 34 Possibles approches ciblant I'ApoE4.%°
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De facon plus marginale, des stratégies visant le stress oxydatif, I’inflammation et les
dégats mitochondriaux sont étudiées.®®'? Ainsi, des tentatives de réduction de la progression
de la pathologie par I’utilisation d’antioxydants, d’anti-inflammatoires ou encore des
protecteurs mitochondriaux ont été observées. L’efficacité de ces stratégies n’est pas

suffisamment satisfaisante pour voir en sortir des substances commercialisables.

Des antioxydants ont été testés dans la MA, tel que I’a-tocophérol (vitamine E). Celui-
ci agirait par captation des électrons non appariés des ROS.1** Or, chez les patients atteints de
MA, des carences en a-tocophérol ont été observées.}* L’a-tocophérol est actuellement en

phase 3 d’évaluation clinique.

Enfin, il existe des substances évaluées qui agissent sur certains neurotransmetteurs,
comme la sérotonine et I’acétylcholine. L’utilisation d’antagonistes aux récepteurs de la
sérotonine se justifie par la présence de certains récepteurs, comme les récepteurs 5-HT, dans
I’hippocampe, le cortex et le striatum (structure centrale recevant des afférences depuis
I’hippocampe et I’amygdale notamment).!*® On peut commencer par citer la lumateperone,
antagoniste des récepteurs 5-HT2a, et la pimavansérine, agoniste inverse des récepteurs 5-
HT2a, actuellement en phase I11.16%47 Dans le cas de la transmission cholinergique,
I’encenicline est un agoniste partiel des a7 AchR,. Malgré la bonne sécurité d’utilisation, son
évaluation n’a pas été favorable au regard de son efficacité, et les essais ont été arrétés en
2016.1181%8 Drautres substances agissent a la fois sur plusieurs transmissions comme
I’aripiprazole, agoniste partiel des récepteurs dopaminergiques D2 et sérotoninergiques 5-
HT1a, et antagoniste des récepteurs 5-HT?2a.14%1%0 Un dérivé de I’aripiprazole, le brexiprazole,

est quant a lui un agoniste partiel de D2 seulement, aussi en phase Il11.
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Figure 35 Exemples de traitements non-antiamyloides en phase clinique.

Pour résumer, de nombreux axes de recherche existent et il existe en juin 2021, selon
le site Alzforum.org, 22 traitements en cours d’évaluation clinique en phase 111 pour la MA ou
les pathologies associées telles que la maladie de Parkinson ou la sclérose latérale
amyotrophique. Ces molécules interviennent surtout dans des traitements antiamyloides,
antiinflammatoires, anti-Tau, ou agissant sur les voies de neurotransmission autres que
cholinergique. Une centaine de traitements au total sont évalués cliniguement dans des phases

antérieures.

2.4 Quelques modeles d études de la MA

Modeéles in vivo : Dans le cadre de I’étude des mécanismes de la MA, ainsi que de
I’évaluation de potentiels traitements, les modeéles in vivo sont indispensables a I’heure
actuelle. Les modeles in vivo utilisés dans la MA sont en deux catégories, les modeles
transgéniques avec mutations uniques ou multiples, et les modeles non-transgéniques obtenus

par injection d’AB, Tau ou de toxines dans le cerveau.™

Les modeles transgéniques, regroupant principalement des souris, sont capables de
simuler la physiopathologie d’Alzheimer.™>11>3 Ces souris pourront manifester I’expression
de genes humains codant notamment pour APP, PS-1 et PS-2, ApoE &4, et ob (codant pour la
leptine, « I’hormone de la satiété »), ou peuvent vieillir plus rapidement. Des lignées de souris
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transgéniques peuvent donc émuler I’accumulation de peptide AB et méme émuler le
métabolisme du cholestérol et de I’insuline. En revanche, ces souris transgéniques ne sont pas
un modeéle idéal car des mutations sont présentes chez seulement 5% des patients atteints de
MA. Aussi, elles ne présentent des NFTs qu’en présence de mutations de Tau, mutations
qu’on ne retrouve pas dans la MA.% Enfin, les différentes substances efficaces sur ces souris

n’ont pas passe les essais cliniques.

Les modeles non transgéniques, quant a eux, sont obtenus par injection d’Ap ou Tau
dans I’hippocampe ou dans les ventricules cérébraux. Ces modeles permettent d’utiliser des
animaux différents des souris, quand obtenir des modeles transgéniques est difficile.
L’inconvénient majeur est que I’on ne peut pas reproduire I’accumulation graduelle sur
plusieurs années d’Ap, excluant ainsi les conséquences d’une exposition chronique a Ap, et

son impact dans I’apparition des troubles cognitifs.*>*

En conséquence, de nouveaux modeles ont été développés pour différentes raisons,
telles que la similarité avec la physiopathologie d’Alzheimer ou la facilité d’utilisation, le
prix, etc :%

o Les modeles «non-human primate » (NHPs): Ceux-ci présentent la méme

séquence d’APP que les humains en raison de leur proximité genétique,
développent des plaques et aussi des caractéristiques de Tauopathie.'® Par contre,

ces modeles posent davantage de questions d’ordre éthique et 1égal.

o La culture cellulaire : Les cultures de lignées cellulaires sont employées depuis
longtemps en recherche. La lignée PC12 consiste en des cellules de
phéochromocytome (tumeur de la médullosurrénale) de rat, et est trés utilisée en
neurosciences, notamment pour des études portant sur la neurotoxicité,
neuroprotection, neurosécrétion, neuroinflammation et la synaptogénése.’™ Ces
cellules peuvent servir de modeles pour étudier la toxicité cellulaire d’espéeces
agrégées d’Ap, dans le cas de la MA. Une autre lignée couramment utilisée est la
lignée SH-SY5Y, cellules de neuroblastome (tumeur maligne extra-osseuse de

I’enfant) humaines.*®
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o La culture de cellules souches pluripotentes humaines induites (iPSCs): Ces
cellules sont directement prélevées sur les patients, et retracent tout I’historique de
la pathologie vécue par le patient, en plus de garder son patrimoine génétique.>’
Ainsi, ces cellules ne souffrent pas de I’impossibilité de mimer la physiopathologie
de la MA. De plus, il est aussi possible d’injecter ces cellules dans des modeles

murins, plus faciles a utiliser que les NHPs.

o Modele de rongeur Octogon degus : Ce rongeur du Chili posséde une séquence AP
qui ne differe de I’Homme que d’un aa, ce qui facilite les manipulations
génétiques. De plus, il manifeste des oligomeres d’AB par lui-méme, contrairement
aux souris et rats. On peut aussi noter I’apparition de manifestations liées a I’age
telles que les plaques, I’inflammation, la perte neuronale dans I’hippocampe et le

cortex cérébrale et leurs troubles cognitifs associés.

o Modele de drosophile Drosophila melanogaster : Au-dela de I’homologie avec AP
et Tau chez I’Homme, le faible codt, la faible espérance de vie, et le plus petit
nombre de genes en font une alternative intéressante. Une mutation a permis

d’observer une modification du rythme circadien chez ces mouches.

o Modele de nématode Caenorhabditis elegans: La courte espérance de vie des

individus permet d’accélérer I’accumulation d’Ap, contrairement aux mammiféres.

Approches numeériques : Les approches in silico ont montré des résultats importants
dans I’étude des mécanismes d’agrégation d’AP et Tau, ainsi que dans la recherche de

nouvelles substances actives.

Dans le premier cas, I’agrégation a été trés souvent étudiee depuis 2003 par la
dynamique moléculaire (MD), une méthode numérique de calcul de la conformation optimale
d’une ou plusieurs molécules dans un milieu simulé par informatique. L’amélioration des
capacités de calcul des ordinateurs et la standardisation des protocoles des dynamiques
moléculaires ont permis d’étudier I’agrégation de peptides amyloides sur des temps allant
jusqu’a plusieurs microsecondes.’™® Cependant, il reste trois défis majeurs & prendre en

compte. Le premier défi concerne les parametres du champ de force utilisé, surtout adapté aux
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protéines repliées. Or, il a déja été dit ici que I’agrégation de ces protéines se faisait grace a
I’adoption de conformations dépliées de monomeéres agrégés entre eux. Le deuxiéeme defi
concerne les concentrations en protéines, beaucoup plus haute dans les simulations par MD.
d’agrégation in vitro. Enfin, il reste le défi du temps nécessaire estimé pour réaliser
I’agrégation d’Ap en fibrille. Estimé a 5 secondes, il n’est pas atteignable facilement a I’heure
actuelle. De plus et pour terminer, ces expériences ne prennent pas forcément en compte le
milieu complexe qu’est le tissu nerveux, dont les interactions intermoléculaires, comme lors

de la nucléation hétérogene.

Une autre méthode importante utilisée par informatique est la recherche de nouvelles
substances par du docking ou «amarrage moléculaire ». Le docking, approche dite
« structure-based », consiste a mesurer I’énergie des interactions entre une cible et un
potentiel ligand, tous deux modélisés numériquement. Ainsi, un score est donné lors d’un
screening de chimiothéques virtuelles, pour chaque molécule dockée ou « amarrée », afin de
déterminer laquelle est la plus affine pour sa cible. Cette approche est trés dépendante des
études de dynamique moléculaire puisque que la cible qui subit le docking se doit d’étre la
plus fidéle possible a la réalité. Les polyphénols ont notamment montré des résultats par
docking sur des diméres d’APi-42 ou tétraméres d’ABis_21 (CHC).'?* Aussi, des molécules
planes conjuguées ont pu montrer un effet inhibiteur, qui fut vérifie sur culture cellulaire. La
toxicité cellulaire fut inhibée, mais sans preuve que ce soit par inhibition de I’agrégation
d’AB.

Enfin, la relation structure activité quantitative (QSAR), quant a elle, permet de
trouver une corrélation entre des descripteurs moléculaires (physico-chimiques, taille,
volume, interactions faibles, charges, ...) et une action biologique, principalement pour
sélectionner voire prédire des substances actives intéressantes. Une étude SQAR a été
combinée & la MD pour développer des hexapeptides inhibiteurs de I’agrégation d’Ap.*° En
identifiant les descripteurs nécessaires pour I’agrégation, il a été possible de concevoir des
hexapeptides autoagrégants qui vont inhiber I’agrégation d’Ap.
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Nanotechnologies : Généralement, I’obstacle principal lors de I’étude de nouvelles
substances médicamenteuses actives au niveau du systéme nerveux central est le passage de la
BHE. Permettre ce passage, c’est assurer que la substance active puisse exercer son action
pharmacologique. C’est ainsi que des systemes pour acheminer et contrdler la libération d’un
médicament vers sa cible ont été développés, et c’est notamment le cas des nanoparticules.
Associer ces substances a des nanoparticules (NPs) permet d’améliorer leur profil
pharmacocinétique (biodisponibilité) et pharmacologique (cible atteinte), tout en réduisant de
possibles effets secondaires. Ces nanoparticules doivent respecter des criteres précis
comme la taille (les NPs vont de 1 a 1000 nm) et la composition (les NPS ainsi que leurs
métabolites doivent étre biocompatibles et facilement éliminables). 2%%° Différents types de
NPs ont été étudiés tels que des liposomes, dendrimeéres, émulsions, nanotubes de carbones,
NPs d’or PEGylés, NPs métalliques, NPs polymériques, NPS de silice mésoporeuse.'®® Des
effets pharmacologiques prometteurs ont été observés (clairance d’Ap, retard de formation
d’oligomeéres et fibrilles, réduction du volume cérébral, activité hippocampique, fonctions
cognitives). Cela dit, il faut encore améliorer la sécurité d’utilisation, et les profils
pharmacocinétique et pharmacologique de ces nanoparticules avant de pouvoir passer a des

essais cliniques.
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Partie 11 : Développement de peptidomimétiques inhibiteurs

de ’agrégation du peptide amyloide ABi-42> dans la MA

3.1 Approches d’intérét en chimie médicinale

3.1.1 Lesregles des cing

En 1997, Christopher A. Lipinski a énoncé des regles, appelées régles des 5 (RO5) qui
permettaient d’établir le profil « drugable » d’une molécule administrable par voie orale.®!
Ces regles avaient pour objectif de prédire si une molécule pourrait avoir un profil de candidat
médicament en fonction de certaines caractéristiques structurelles et physico-chimiques.
Ainsi, il était possible d’établir des filtres lors de criblages a haut débit de chimiothéques, en
risquant moins d’apporter des biais, notamment en termes de masse molaire et de solubilite.
La nécessité de réguler le choix de nouvelles substances actives est apparue dans un contexte
ou la chimie médicinale et combinatoire commengait & produire un trés grand nombre de
nouveaux composes, dont souvent les propriétés physico-chimiques empéchaient d’en faire un
médicament.'®! De plus, le gain de temps n’est pas négligeable puisque les hits et leads qui

étaient éconduits ne le furent que plus tard lors de phase d’évaluation pré-cliniques.

Les regles des 5 sont celles-ci :

- Masse molaire < 500 Da
- LogP <5 ; optimal entre 2 et 3
- Nombre de donneurs de liaisons H < 5

- Nombre d’accepteurs de liaisons H < 10

Une infraction a ces regles ne signifie pas une impossibilité pour une molécule de finir
dans un futur médicament, car de nombreux composés tels que les peptides, enfreignent au
moins une de ces régles (exemples: I’insuline ou les immunoglobulines). De plus, elles
concernent surtout le transport passif de molécules, et ignorent donc le transport actif. Comme
dans le cas de nouveaux traitements contre la MA, les molécules exercant leur activité au
niveau du SNC doivent prendre en compte le passage de la BHE, a moins d’étre injectées

directement dans le LCR en intrarachidien. Toujours selon Lipinski, la mesure de la « surface
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polar area » (PSA), qui indique la somme des surfaces des atomes polaires d’une molécule, ne
doit pas étre supérieure a 70-90 A% pour qu’une molécule passe la BHE.®* Aussi, il faut
prendre en compte I’affinité des molécules pour les protéines de transport de la BHE, et plus
particulierement la proteine d’efflux P-glycoprotéine (PGP).

En 2007, Pardridge affine les regles de passage de la BHE pour les molécules agissant
sur le SNC.1%2 Augmenter la lipophilie des molécules permet de faciliter le transport passif,
mais la concentration sanguine diminue en conséquence. De plus, ajouter des groupements
plus lipophiles a ces molécules augmente de fagcon conséquente leur masse molaire, et au-dela
de 400 Da, leur diffusion dans le SNC diminue. Enfin, augmenter la surface des molécules
jusqu’a environ 100 A? diminuerait aussi le passage de la BHE. Dans le cas des
peptidomimétiques, il n’est pas rare de dépasser les 400 Da, et I’introduction d’aa chargés doit
étre a utiliser avec précaution pour ne pas trop augmenter la PSA. Dans le cas contraire, il est
possible d’employer des méthodes d’acheminement, tel que des anticorps monoclonaux
dirigés contre des protéines de transport, des « cheval de Troie » capables de faire passer les
molécules actives au travers de la BHE par la fixation a des récepteurs tel que celui a

I’insuline. 62

Pour conclure, ces régles sont assez contraignantes et il n’est pas indispensable de les
respecter scrupuleusement. De I’aveu méme de Lipinski, ces regles sont tres conservatrices et
sont le reflet d’un contexte ou la chimie combinatoire prenait de I’importance.'®® Ainsi, des
structures non traditionnelles telles que des macrocyles ou des peptides « agraphés »,

remettent en cause le recours systématique aux RO5.

3.1.2 Principes de la chimie verte

Dans les années 90, deux chimistes américains de la United States Environmental
Protection Agency, Paul Anastas et John C. Warner, ont proposé une douzaine de principes
(figure 36) afin de faire prendre conscience des enjeux environnementaux aux chimistes et
industriels.’®* Ce sont ajoutées en 1999 huit régles a destination des industriels de la chimie,
sous le nom de regles de Christ. Depuis les deux derniéres décennies, la chimie verte est

devenue un champ d’étude a part entiere.
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Les douze principes
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S nces ©2019 Parlons sciences

Figure 36 Schéma illustrant les douze principes directeurs de la chimie verte (© Parlons sciences).6®

La liste précise des douze principes de la chimie verte telle que donnée par ’UNESCO
figure en annexe 3.1% Les 8 régles de Christ figurent en annexe 4.
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Lors de la conception de nouvelles molécules, il est nécessaire de prendre en compte la
possibilité de passer a I’échelle industrielle, et il est nécessaire de proposer des molécules
synthétisables par des procédés qui respectent le plus possible les principes de la chimie verte.
C’est d’autant plus vrai pour des molécules qui ont vocation a étre administrées a de
nombreux patients sur de longues périodes, comme c’est le cas chez les patients atteints de

maladies chroniques, telle la MA.

3.1.3 Utilisation du fluor

L’introduction d’atomes de fluor dans les médicaments existe depuis 70 ans, et de
nombreux avantages furent attribués a I’utilisation du fluor en chimie médicinale. 16717
Depuis les années 50 avec les corticosteéroides fluorés, et les années 80 avec les
fluoroquinolones, les molécules fluorées ont sérieusement attiré I’attention.'”* En 2020, Inoue
recense que pres de 20% des substances pharmaceutiques dans le monde contiennent au
moins un atome de fluor dans leur structure. Pour comparaison, ce pourcentage atteignait 2 %
en 1980, 13 % en 1990 et 18% en 2000.17°

§ O
O _N_O OH
Y Fludrocortisone : OH
HN. = Corticoide
F
Fluorouracil
antinéoplasique
@)
N\ Voriconazole
« 7 antifongique
g

Fluoxétine C F3
antidépresseur

Figure 37 Exemples de principes actifs fluorés connus.
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Le fluor se retrouve dans différents groupements chimiques au sein des molécules. Le
fluor est le plus souvent retrouvé dans des groupements fluoroaryl (ArF), suivi de fluoroalkyl,
puis trifluorométhylaryl, qui regroupent a eux trois 80 % des groupements fluorés, et enfin de
nombreux autres groupements moins fréquents (HetArCFs, AIKCF3, OCHF, ...).

H c I 0 F lci [Br
Van de Waals radius |[1.2 1.7 1.55 1.52 1.47 1.75 1.85
Electronegativity 2.1 2.5 3 3.5 4 3.2 2.8
Bond strength to C 08 83 70 84 105 77 66

Figure 38 Propriétés du fluor et de la liaison C-F vis-a-vis d'autres éléments couramment rencontrés. %8

L’intérét du fluor en chimie médicinale tient surtout & deux de ses caracteristiques que
sont sa grande électronégativité et sa petite taille (figure 38).1%8170 En effet, le fluor est
I’atome le plus électronégatif, en plus de posséder trois paires d’électrons non liants. Il
possede aussi un effet inductif attracteur I et un effet mésomeére donneur M*. Cela au travers
de ces deux caractéristiques, le fluor peut donc influer sur les forces de liaisons de la
molécule, sa distribution électronique, son acidité et ses liaisons hydrogeéne, et ses interactions
stériques. In fine, le fluor peut modifier

de facon particuliere les propriétés

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques d’une substance médicamenteuse.

L atome de fluor, par sa taille proche de celle de I’atome d’hydrogene et de I’atome
d’oxygeéne en fait une alternative sans que la molécule en perde son affinité pour sa cible. Il
est aussi possible d’utiliser des groupements fluorés pour modifier I’affinité du composé,
comme avec le groupement CFs, plus volumineux et plus hydrophobe qu’un CHs, qui sera
plus affin pour une poche lipophile d’une protéine. Par conséquent, I’incorporation de fluor
augmente I’hydrophobicité d’un composé (augmentation du LogP), et permet de passer plus
facilement les barriéres biologiques et aussi de pénétrer dans les cellules. C’est d’autant plus
utile si un composé est trop hydrophile pour passer la BHE. Autre point a prendre en compte,
le pKa d’un composé est diminué par la présence d’atome de fluor, toujours en raison de sa
grande électronégativité. Cela a pour effet de renforcer les liaisons hydrogene formées par les
groupements donneurs de la molécule, comme dans les alcools aliphatiques, peu acide. Et
enfin, le fluor est lui-méme capable d’interagir avec les sites de fixation de cibles
thérapeutiques, au travers d’interaction de van der Walls, dipble-dipble, hydrophobe et

d’autres. Cet aspect en particulier est intéressant car malgré la plus grande hydrophobicité des

91



composés fluorés, des interactions dipolaires sont toujours possibles, ce qui permet, en plus
d’améliorer I’affinité pour une cible donnée, d’éviter une faible solubilité dans les liquides

biologiques, en particulier plasmatique.

La stabilité métabolique d’un médicament est un des facteurs-clé qui détermine sa
biodisponibilité. Or le fluor est similaire a I’atome d’hydrogene par sa taille, mais
contrairement a lui, permet de créer une liaison C-F (105 kcal.mol™?) plus stable que la liaison
C-H (98 kcal.mol™). Cela confére une grande stabilité a la liaison C-F et rend plus difficile les
substitutions du fluor. Plus le nombre de fluor porté par un méme carbone augmente, plus la
stabilité du groupement augmente. On pourrait méme ajouter que le fluor défavorise
I’apparition d’une charge en o de celui-ci par effet électroattracteur, rendant plus difficile la
formation des intermédiaires alkoxycarbéniums des réactions d’hydrolyse. Ainsi, des
médicaments fluorés deviennent plus résistants aux réactions d’hydrolyse et aux réactions de
métabolisation de phase | (hydroxylation par les cytochromes P450) et de phase Il

(conjugaisons), sans perte d’affinité.

Enfin, le fluor possede aussi un intérét en élucidation structurale, grace a la RMN du
F'°. Incorporer un ou plusieurs fluor peut aussi servir de sonde lors de I’évaluation de

COMpOsés.

3.2 Développement de peptidomimetiques inhibiteurs de | agrégation
d’Ap142

3.2.1 Généralités et classification des peptidomimétiques

Les peptides thérapeutiques ont trouvé un intérét croissant depuis le début du 20°™
siécle avec les premiéres injections d’insuline.r’? Les peptides thérapeutiques peuvent étre
comme leur version naturelle, natifs (ils partagent la méme séquence), analogues (peptides
modifiés pour étre plus «drugable »), ou méme hétérologues (qui furent développés

indépendamment des peptides natifs).
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Figure 39 Exemples de peptides analogues précurseurs p-sheet breakers.!’

Dans le cas d’Ap, I’objectif est de perturber les interactions entre les différents
monomeres ou oligoméres d’Ap afin d’empécher la production d’agrégats plus toxiques. Ces

molécules peuvent intervenir a différentes étapes du processus de formation des fibrilles.

Elles ont des avantages significatifs comparés a d’autres petites molécules. L’avantage
principal est la sélectivité grace a I’homologie de structure avec AB. A partir de cette
homologie, des modifications structurelles sont possibles, et celles-ci apportent une grande
diversité chimique et biologique a ces molécules. En effet, il est possible de moduler I’affinité
de ces peptides en modifiant les résidus par d’autres, ou en leur greffant des groupements.
Nous verrons que ces modifications deviendront vite nécessaires. Un deuxiéme avantage de
ces structures est qu’elles produisent des métabolites moins toxiques une fois dans
I’organisme. Et enfin, un dernier avantage est que grace a leur structure peptidique, la demi-
vie de ces substances est trop courte pour permettre une accumulation tissulaire. Ce dernier
point est difficilement un avantage lorsque que la persistance du medicament est trop
éphémere pour permettre un effet durable, en particulier dans les pathologies chroniques, pour
lesquelles une multiplication des prises serait défavorable a une bonne observance de la part
des patients. Autre point essentiel, les peptides passent plus facilement la BHE, la ou il faut

prendre en compte cet aspect dans le design de petites molécules non peptidiques.

En 1996, des premiers acides aminés et peptides ont cherché a mimer la séquence de
d’auto-reconnaissance d’Ap, située aux résidus KisLVFF2, qui constitue la région centrale
hydrophobe.”® Reproduire la seule séquence ne saurait suffire et ajouter un élément disruptif
peut permettre d’obtenir I’effet inhibiteur. Comme son nom I’indique, la région centrale

hydrophobe présente un caractere hydrophobe et I’ajout de résidus chargés permettrait de
93



perturber la nucléation a partir du site d’auto-reconnaissance. La nécessité d’un élément
disruptif chargé est confortée par les peptides chargés KLVFFKKKK et KLVFFEEEE, qui
ont montré une action inhibitrice tandis que le peptide neutre KLVFFSSSS n’en a pas
montré.}™ Un groupe stérol (figure 39) peut étre greffé pour créer une géne stérique
importante. L’inconvénient majeur rencontré par les peptides thérapeutiques est d’ordre
pharmacocinétique. Les exopeptidases dégradent tres vite ces molécules et la priorité est
d’augmenter la résistance au clivage protéolytique des peptides. La N-méthylation est une
option pour résoudre ce probléme, sans faire perdre d’affinité pour la séquence d’auto-

reconnaissance.

Ainsi, au travers de ces exemples, on peut voir que le développement de peptides B-
sheet breaker passe par la découverte d’un équilibre entre I’homologie de séquence avec AP
pour se fixer et la présence d’acides aminés, modifiés ou non, capables d’empécher la
nucléation. Les modifications de ces peptides a permis I’émergence d’une nouvelle classe de

molécules, les peptidomimétiques.
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Peptides

Séquences de peptides naturels dérivés de
protéines et de peptides ribosomiaux ou
non.

Class A - modified peptides

Peptides formés surtout d’acides a-aminés
a courte chaine latérale ou avec
modifications de squelette.

Class B - modified peptides / foldamers

Peptides avec des squelettes variés et des
chaines latérales modifiées, contient aussi

peptidic character

PN R A S

Class C - structural mimetics

Scaffold semblables a de petites molécules qui
projettent leurs substituants tels des chaines
latérales.

Class D - mechanistic mimetics

Molécules mimant le mode d’action de peptides
sans faire de lien direct avec les chaines <
latérales.

small molecules

Figure 40 Classification des peptidomimétiques.t™

Une classification propose de regrouper les peptidomimétiques dans quatre catégories
distinctes (figure 40).1”® En dehors des peptides, les peptidomimétiques se distinguent selon
leur caractere peptidique. On y retrouve des peptidomimétiques trés proches de la structure
d’un peptide naturel, ainsi que des peptides avec un niveau plus avancé de modifications, et
des foldaméres. Lorsque le degré de ressemblance avec les peptides s’éloigne, il ne reste
comme point commun plus que le mode d’action des peptides. On précisera que les
peptidomimeétiques se servent de la notion de bioisostérie. La bioisostérie peut se définir par
I’utilisation de structures ou groupements fonctionnels aux propriétés physiques et chimiques
proches de composés biologiques, afin d’obtenir une activité pharmacologique proche de la

leur.
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La classe A regroupe des peptidomimétiques reprenant la structure primaire d’un

peptide en modifiant quelques résidus pour stabiliser la conformation active.

La classe B implique des modifications des résidus par I’utilisation d’aa non naturels,
des groupements non peptidiques ajoutés a divers endroits. C’est aussi dans cette classe que
I’on retrouve les foldameres et les peptoides. Les peptoides, quant a eux, sont des peptides
dont les chaines latérales ont été déplacées sur I’azote de I’amide.’’® On distingue les a-
peptoides des B-peptoides qui se calquent sur les o et B-peptides. Les peptoides peuvent
d’ailleurs présenter des propriétés de foldaméres.t”>1"" Les foldaméres sont des structures
oligomériques non-naturelles tendant a se replier. En dehors des acides nucléiques, ils
regroupent les peptoides mais aussi les a-peptides, les hybrides o/p-peptides, qui peuvent se
replier en hélice o (polyproline). Cette classe de molécule a I’avantage de mieux résister a la
protéolyse, de présenter un haut degré de diversité structurelle ainsi qu’une meilleure

perméabilité cellulaire.

R4
HoN
7 N\ O
o]
R2
1
OQ ;,O Pro-peptide Inverso-peptide
S Sequence Reversal
O OH HO
H2N (o]
@] N R2
@) O H H
HN N
I 3 4
H NH, .
Retro-peptide Retro-inverso

peptide

Figure 41 Exemples de structures de peptidomimétiques.t7817°

La classe C regroupe les structures avec des modifications avancées du squelette
peptidique. La structure figée par ces groupements chimiques nouveaux permet d’orienter les

chaines latérales clés de I’activité biologique.
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En 1996, plusieurs structures sont proposées pour remplacer le squelette peptidique
(liaisons amides).1’® Des premiéres structures linéaires et cycliques ont été rapportées comme
mimant un B-turn, avec des groupements cétovinylique et hydroxyethylénique (Figure 41, 1,
2), hétérocycliques (Figure 41, 3) ou encore des acides aminés non naturels (Figure 41, 4). On
peut aussi citer les peptides rétro, dont la séquence primaire est inversée, inverso, ou les
résidus sont d’une stéréochimie différente (D ou L) et rétro-inverso, qui cumulent les deux
(figure 41). L intérét de bioisosteres cycliques permet de contraindre les angles de torsion et
de figer les structures, pour évaluer notamment la conformation nécessaire a I’activité
biologique d’un composé.’®® Par exemple, un B-turn de type Il peut étre remplacé par une
lactame thiazolidine, et ainsi, un tripeptide natif (Pro-Leu-Gly, agoniste dopaminergique) dont
la conformation active est un B-turn sera moins actif que le méme tripeptide modifié par la

lactame thiazolidine.

Enfin, la classe D est constituée de molécules qui miment le mode d’action des
peptides biologiques sans lien direct avec les chaines latérales. Elles peuvent étre obtenues par
pharmacomodulation des molécules de la classe C, par criblage de chimiotheques virtuelles

ou non.

Parmi les modifications menant a I’élaboration de structures peptidomimétiques, on

peut citer ;181

= |’ajout d’un groupement induisant une géne stérique ;

= |’addition, la suppression et/ou le remplacement de groupes fonctionnels afin de modifier
I’affinité avec un site de fixation ;

= le changement de stéreochimie comme une inversion de la chiralité ;

= e figeage des angles de torsion ;

= |’adoption d’une structure analogue aux états de transition dans le cas de la catalyse
enzymatique ;

= le remplacement de pharmacophore (exemple : B-D-glucose pour remplacer un B-turn) ;

= la cyclisation de la chaine peptidique avec elle-méme ou ses chaines latérales (« N-to-C »,
« N-to-sidechain », C-to-sidechain » ; sidechain-to-sidechain ») ;

= [utilisation de chiméres peptides-protéines.
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Figure 42 Mimes de (A) Coudes, boucles, et structures irréguliéres; (B) feuillets béta; (C) hélices alpha.t™

Les peptidomimétiques peuvent aussi se catégoriser selon les structures secondaires et

super-secondaires qu’elles cherchent a mimer (figure 42). Ainsi, on peut citer :

175

o Les mimes de coudes, boucles ou tout autre structure irréguliére par des cycles

ou des acides aminés N-méthylés ou non, ainsi que par des scaffolds de petites

molécules.

Les mimes de brins p et feuillets B : Parmi les molécules mimant des feuillets
stabilises, il existe des inducteurs de B-hairpin. Elles se composent notamment
d’un coude qui va favoriser la formation de B-hairpin. La macrocyclisation permet
de stabiliser des B-hairpins, en utilisant des liaisons covalentes ou non (ponts
disulfure, interaction dipble-dipdle ou ion-dipble). Des acides aminés peuvent
aussi remplir ce réle comme des aa N-méthylés ou encore des prolines et autres
résidus aromatiques. Enfin pour la classe D, il est possible d’avoir recours a des
scaffolds de petites molécules afin de mimer directement le brin, car en plus de
former les liaisons hydrogénes entre brins, ils réduisent les conformations

possibles par des structures rigides non peptidiques.
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o Les mimes d’hélices: Les peptidomimétiques de classe A vont utiliser
principalement des liaisons entre chaines latérales (peptides « agraphés »), ainsi
que des aa propices a I’initiation d’hélices (« N-terminal caps »). On retrouve pour
la classe B les foldameres, peptoides et B et o/B-peptides. Pour la classe D,
I’utilisation de scaffolds mimant directement des hélices y sont retrouveés.
Contrairement aux foldameres, les structures sont non peptidiques. Ces scaffolds
maintiennent une organisation hélicoidale grace a des groupements stériques

encombrants, ou des liaisons hydrogéne intramoléculaires.

Contenant Contenant Contenant
des a.a. des a.a. des a.a.
naturels modifiés naturels

Contenant Contenant
des a.a. des a.a.
naturels \ modifiés J

Figure 43 Classification des peptides et peptidomimétiques inhibiteurs de I'agrégation d'Ap proposé par Goyal et

ses co-auteurs.*°

En 2017, Goyal et son équipe ont passé en revue I’ensemble des peptides et
peptidomimétiques développés. Ils ont proposé une classification en fonction de deux criteres
(figure 43).%C En premier lieu, deux catégories se distinguent selon que les molécules sont
basées ou non sur la séquence d’Ap, et pour les molécules qui sont basées sur cette séquence,
elles sont soit dérivées du domaine central hydrophobe, soit dérivées de la séquence C-
terminale. Le deuxieme critere de classification est I’utilisation d’aa naturels ou modifiés. Au
sein de ces catégories, Goyal et ses co-auteurs ont décrit les différentes molécules selon les

structures chimiques modifiées ou insérées.
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3.2.2  Synthése peptidique

Les peptides peuvent étre obtenus de facon synthétique grace a la synthese peptidique,
et plus particulierement sur phase solide.’®? Cette derniére, inventée dans les années 60 par
Merrifield, consiste simplement a greffer la chaine peptidique a un polymere insoluble, puis
de coupler les différents résidus successivement, tout en protégeant, déprotégeant les

fonctions impliquées ou non dans la chaine.

La synthése classique en solution entrainait des inconvénients. Elle n’était possible
que pour les peptides de courte chaine (une dizaine de résidus), puisque I’augmentation de la
longueur de la chaine se traduisait par une diminution de la solubilité. Elle imposait aussi de
nombreuses étapes de purification, clivage de groupements protecteurs, et pouvait aussi
entrainer des problémes de racémisation des centres chiraux (intermédiaire énolique). Ainsi,
avec le support solide, les chaines peuvent étre plus longue et les purifications sont
remplacées par des lavages automatisables qui éliminent les sous-produits. De plus, cette
méthode a permis I’automatisation malgré le suivi plus difficile, en n’oubliant pas la
simplification des étapes de purification par lavages successifs. En revanche, la synthese

classique permet plus de types de réactions possibles.
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Figure 44 Principe de la synthése peptidique sur support solide.82

La séquence de synthése suit un nombre n de cycles qui se composent de trois étapes
(figure 44) : La deprotection des fonctions qui vont intervenir dans la chaine peptidique, le
couplage, et la purification par lavages. Au début de la synthése, il faut d’abord greffer le
premier résidu du peptide a synthétiser, puis initier les n cycles, et enfin le décrochage du

peptide une fois la synthése terminée.
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Figure 45 Résines, groupements protecteurs et agents de couplage répandus en synthéese peptidique.

La synthese peptidique dispose de plusieurs types de résine et plusieurs groupements
protecteurs, ainsi que d’agents de couplages (figure 45).18 Les résines, les plus utilisées sont
des billes en polystyréne de 50um environ, capables de gonfler dans les solvants tel que le
diméthylformamide (DMF) et le dichlorométhane (DCM). D’autres résines plus hydrophiles
existent, a base de polyamide ou de polyéthyléne glycol. Le gonflement permet d’exposer les
sites de liaisons qui se situent vers I’intérieur des billes. Les résines Merrifield ou Rink sont
des exemples tres répandus. Pour les groupements protecteurs, les plus utilisés sont les
groupements fluorénylméthoxycarbonyle (Fmoc) et tert-butoxycarbonyle (Boc) pour les
fonctions amines, ainsi que le groupement tert-butyle pour les fonctions acides carboxyliques.
Enfin, parmi les agents de couplages, qui facilitent la formation la liaison peptidique ou ester,
on peut citer les carbodiimides (exemple du DIC), les phosphoniums (exemple du BOP) et les
uroniums (exemple de I’THBTU). Leur réle est d’activer les fonctions qui vont intervenir dans

la chaine peptidique.
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Au regard de la chimie verte, la synthése peptidique présente des avantages et des
inconvénients. Tout d’abord, la synthése peptidique produit beaucoup de déchets et fait peu
d’économie d’atomes, a cause de I’utilisation de groupements protecteurs massifs et d’agents
de couplage, pourtant indispensables, au risque de ne pas pouvoir améliorer les rendements,
qui est aussi un principe de chimie verte. Ceci dit, les couplages peptidiques sont fiables et
sOrs, malgré certains rendements faibles en raison de la nature des structures synthétisées, et
les peptides sont par nature biodégradables, avantage non négligeable en termes de protection

de I’environnement.

3.2.3 Méthodes d’évaluation de I’inhibition d’Af1-42

Avant d’évaluer I’efficacité de nouvelles substances dans I’inhibition de I’agrégation
d’AB1-42, une nécessité s’installe, c’est celle de pouvoir observer in vitro I’agrégation en
fibrilles d’ AB1.42. C’est seulement lorsque s’installe un suivi au cours du temps de I’évolution
des quantités d’especes agrégées ou non dans des conditions expérimentales contrdlées, qu’il
devient possible d’introduire des préparations afin d’évaluer leur impact sur I’agrégation du

peptide.

Il existe plusieurs moyens efficaces d’attester et de suivre I’agrégation ainsi que son
inhibition, en fibrilles au cours du temps d’AB.184185 Sont ainsi & disposition la spectroscopie
d’absorption en UV/visible, la spectroscopie de fluorescence, le dichroisme circulaire,
I’électrophorése capillaire et la microscopie €lectronique a transmission. Ces techniques ne

sont pas spécifiques, assez répandues et donc plutdt accessibles aux laboratoires.
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Figure 46 (A) Principe de la spectroscopie d'absorption (B) Spectre experimental en dérivé seconde d’une
gliadine a 33 résidus (dont Tyr et Phe) s’agrégeant en oligoméres solubles selon la concentration. Lors de
I’agrégation les Phe sont dans un environnement plus hydrophobe, ce qui se traduit par un décalage de
I’absorbance vers le rouge.®

Spectroscopie d’absorption en UV/visible : Cette méthode est basée sur I’absorption
de la lumiere par un chromophore, qui se traduit par la transition de niveaux d’excitation des
électrons.'® L absorption de la lumiére par un composé chimique ne sera pas la méme selon
la longueur d’onde émise, et cela est directement lié aux structures chimiques du composé
étudié. De plus, I’absorption de la lumiere est aussi dépendante de I’environnement
électronique des groupements chimiques, notamment par I’exposition au solvent. On retrouve
un déplacement de la longueur d’onde maximale d’absorption pour des phénylalanines par
exemple, qui se retrouvent éloignées du solvent, comme c’est le cas dans la séquence CHC du
peptide AP. Ainsi, la spectroscopie d’absorption trouve son intérét dans le suivi de
I’agrégation d’AB en raison du changement d’environnement électronique lors de

I’empilement de feuillets .
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Figure 47 (A) Principe de la spectroscopie par fluorescence a la ThT ;18 (B) Suivi de I’agrégation en fibrille de
deux échantillons d’AB1.40 (25uM) a pH 7,4.184

Spectroscopie de fluorescence (ou test a la Thioflavine T) : Ce test consiste a ajouter
a une solution de peptide AP une teinture, la Thioflavine T (ThT), qui est capable de se lier
rapidement aux feuillets B empilés. Lorsque la ThT s’est fixée, elle émet une fluorescence.
Lors de la phase de nucléation, la faible fluorescence s’explique par la faible présence
d’espéces organisees en feuillets B que la ThT peut fixer. L’augmentation de la fluorescence
suit ensuite une courbe croissante qui tend vers un plateau lors de la phase stationnaire, ou la
quantité de feuillets B n’augmente plus. Ainsi, il est possible d’évaluer I’inhibition de
I’agrégation d’Ap par une substance, et moins la fluorescence sera marquée, plus I’inhibition
de la formation de fibrilles sera grande. En revanche, si une substance inhibe la formation de
fibrilles mais pas des oligomeéres toxiques, qui ne sont pas aussi riches en feuillets B, alors
cela ne sera pas visible aussi nettement par cette méthode. De plus, d’autres inconvénients
techniques existent avec par exemple I’exposition du rayon d’excitation qui peut ne se faire
gu’en surface de I’échantillon, ou alors la grande sensibilité au matériel et au type

d’échantillon.
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Figure 48 (A) Principe du dichroisme circulaire comme outil d'étude des structures secondaires et tertiaire des
protéines (B) Spectre expérimental de I'oligomérisation d'Ap au cours du temps en conditions physiologiques
(noir t=0h, rouge t=0,5h, violet t=1h, bleu t=3h, vert t=7h).18

Mesure du dichroisme circulaire : Cette méthode de spectroscopie permet, entre
autres, de mesurer les changements de structures secondaires et tertiaires lors de I’agrégation
de protéines, ou lors de changements d’environnement (chimique avec le solvent ou physique
par la température).!® La technique est non destructrice en plus de ne nécessiter que de
faibles concentrations d’échantillon. Cette méthode repose sur I’utilisation de lumiére
polarisée envoyée vers I’échantillon. Selon que la polarisation de la lumiere est circulaire
droite ou circulaire gauche, alors, les composés optiquement actifs tels que les protéines vont
présenter une différence d’absorption des faisceaux de lumiére polarisée. Une bande négative
large entre 215 et 225 nm ainsi qu’une bande positive a 195 nm représentent des feuillets .
Tandis que pour des hélices o, deux bandes négatives sont retrouvées a 208 et 222 nm, ainsi
gu’une bande positive a 193 nm. Sur la figure 48 (B), on peut voir qu’avec le temps, des
bandes négatives autour de 210-220 nm sont plus prononcées, tandis qu’est apparu (aprés 30

min au moins) une bande positive & 190-200 nm. Ces bandes montrent bien qu’avec le temps,
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des structures riches en feuillets B apparaissent, marquant I’agrégation de protéines. Ainsi, il
est possible ici aussi de suivre I’agrégation en présence d’une substance afin d’évaluer son

potentiel inhibiteur.
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Figure 49 Electrophorégrammes d'échantillons d'AB;.4> (A) Echantillon de monoméres d’Apy.4> (B) Echantillon
de fibrilles d’ AP;.42.1%8

Electrophorése capillaire : Il est possible d’utiliser I’électrophorése capillaire et la
détection de I’absorbance en UV ou de la fluorescence pour caractériser les différents états
d’agrégation d’APi-a0 et APis, des monomeéres aux fibrilles.!®® Cette méthode offre la
possibilité de séparer les différentes espéces issues de I’agrégation d’Ap en fonction de leur
taille et de leur charge. Se faisant, on peut voir sur la figure 49 que les monomeres ne se
présentent pas au méme pic (pic M) que les premiers agrégats (pic A) ((A), figure 49), tandis
que les fibrilles se présentent sous de nombreux pics ((B), figure 49), liés aux différentes

longueurs des fibrilles.

Microscopie électronique a transmission: La microscopie électronique a
transmission permet d’observer des échantillons, cryogénisés notamment, de fibrilles a des
résolutions élevées, dans un état hydraté ou non.'®” La technique repose sur la transmission
d’un faisceau d’électron au travers de I’échantillon, et dont on va mesurer les interactions.
Ainsi, il est possible d’observer des structures de I’ordre du nanometre, et de différencier les
petits agrégats des protofibrilles et des fibrilles matures. La cryo-EM en particulier, permet de
conserver les échantillons dans un état hydraté natif en les cryogénisant, et est notamment

utilisée pour étudier les protéines amyloidogéniques comme Ap.
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3.3 Peptidomimetiques baseés sur la séquence d’Af1-42

3.3.1 Derives de la séquence centrale hydrophobe (CHC)

3.3.1.1 Peptides conjugués

La conjugaison de peptides permet de résoudre un probléme qui se présente lors de
I’utilisation de peptides natifs dérivé d’ABi.s2, & savoir que ces peptides se fixaient bien sur
AP, mais qu’ils avaient tendance a initier I’agrégation en fibrilles. Ainsi, introduire des
groupements conjugués sur la séquence KLVFF permet de conserver I’affinité de KLVFF
pour AB en premier lieu, et d’empécher un autre peptide AP de se fixer dans un second temps.
Un autre intérét de la conjugaison est sa capacité a influer sur le passage de la BHE. Ces effets

sont obtenus par les propriétés de ces groupements assez diversifiés en termes de structure.

Tout d’abord, la conjugaison par des groupements permet d’inhiber I’agrégation. Des
structures assez volumineuses permettent de créer une géne stérique, par exemple par le
greffage de cholyle (1, figure 50). L’inhibition de I’agrégation s’observe aussi par une
augmentation de I’hydrophilie des groupements. Cela s’explique par le fait que la nucléation
s’initie autour de la région hydrophobe centrale KLVFF, et améliorer I’hydrophilie y
contrevient. Attribuer une plus grande hydrophilie est possible au moyen de tréhaloses (Th-
NT, Th-CT et Th-SC, figure 50), de sulfonamides (2 et 3, figure 50), ou encore de
groupements B-aminoesters (6, figure 50). Ces derniers ont d’ailleurs montré un effet
important sur des cellules de neuroblastome humaines SH-SY5Y. Un greffage de plusieurs
séquences KLVFF autour d’une dendrimere (K4, figure 50) a montré une meilleure inhibition

d’AB que la séquence KLVFF seule.
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Figure 50 Peptidomimétiques conjugués dérivés de la CHC (en vert, les groupements conjugués).*°

Une autre propriété de ces groupements est de modifier les caractéristiques physico-
chimiques pour permettre le passage de la BHE, comme pour le greffage de putrescine (H2N-
(CH2)s-NH>), la polyPEGylation. Le greffage de ferrocenes (Fc-KLVFF, figure 50) permet
non seulement d‘augmenter la lipophilie et donc le passage de la BHE, mais octroie aussi une
meilleure résistance a la protéolyse.
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Des hypotheses de mécanismes d’actions pour ces différents composés sont proposées
comme pour les peptides conjugués par un tréhalose, qui interviendraient a un stade précoce
de I’inhibition, la phase de nucléation. Une étude par dynamique moléculaire (MD) a montré
que ces composeés se fixent sur la partie « odd end » des protofibrilles (la partie terminale, en
cours d’élongation, beaucoup moins stable, avec moins de feuillets B organisés), empéchant
ainsi la fixation d’autres protofibrilles.®®% Aussi, le tétramére de KLVFF a montré qu’il

agissait précocement sur la formation d’oligomeére de bas poids moléculaire.®

A) Principe général de réactions de formation chimioséléctives d’amide

Chemo-  HO,C NHz HO,C NH HO.C NH;
H02C|3 THZ o) HOZ? hiHe selective S 2l L ? Intramolecular HO?‘? THZO
eptide,,% + Y—{peptid peptidei—Z —{peptid§ —~ peplide)J\N
F | X | capture step | [ | rearrangement | l Bl |
OH SH OH SH OH SH/ % OH SH OH SH k) <ol
B) Type | (chaine radicale) 7=
Native chemical ligation (NCL) =
Thiol | | | SH
o 2 thioester i ootk o
exchange \ . z
peptide)j\SR + HS/\‘/K@ — )J\S/\/LK‘ EE—— peptide/U\N (peptidé
NH, - RSH NH, H o

R = Ak, Ar

Figure 51 Principe général de la native chemical ligation.*®

Pour donner un exemple de synthese, le peptidomimétique K4 a été obtenu par un
mode opératoire en deux parties, une par synthese peptidique et I’autre par greffage d’un
thioester puis d’une native chemical ligation.'®® La premiére partie est donc une synthése
peptidique classique d’un heptapeptide KLVFFGG, les deux glycines C-ter formant un
espaceur entre la structure peptidique et le dendrimere. Lors de la deuxieme partie, les
peptides furent fonctionnalisés au moyen d’acide 3-mercaptopropionique leucine thioester,
tandis que les extrémités amines du dendrimére furent couplées avec des cystéines. Ainsi,
quatre equivalents de peptides fonctionnalisés furent couplés a un équivalent de dendrimére
« cystéiné » dans des conditions standards, afin d’obtenir le tétramere apres purification par
HPLC.

Dans I’ensemble, ces composés ont montré une trés bonne inhibition d’ABi-42, mais
ont présenté une faible stabilité protéolytique, et I’impact des groupements conjugués sur le
passage de la BHE, a cause d’une trop grande hydrophilie, peut étre compromettant pour le

futur de certaines molécules.
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3.3.1.2 Peptides a aa modifiés

On peut classer I’ensemble de ces molécules dans les classes A et B des
peptidomimétiques. Les modifications apportées a ces aa affectent soit le squelette de la

chaine peptidique soit les chaines latérales des résidus. Le squelette peut étre modifié :

o par I’incorporation de fluor sur les chaines latérales (7, 8, 9, figure 52) ;

o par l"utilisation de D-peptides (inD et inrD, 19, 20, 21, SEN 304, SEN 606, figure
52) pour lesquels la stéréochimie du peptide est inversée (dits « inversos »), ainsi
que des peptides «rétros» dont le sens de la chaine est inversé, et « rétro-
inversos », dont la chiralité et le sens de la chaine sont inverseés ;

o un changement de structure total de la chaine radicale (SEN 304, SEN 606, 16, 17,
figure 52) ou partiel (ajout d’un phényle sur une phénylalanine, 20 et 21, figure
52);

o par la N-méthylation (SEN 304, SEN 606, P6, 10 a 15, figure 52), qui consiste a
méthyler I’azote de la liaison peptidique ;

o en cyclisant le peptidomimétique (18 a 21, figure 52).

Le raisonnement derriére le développement de ces substances se base ici aussi, sur
I’obtention de I’effet inhibiteur de I’agrégation, et sur les modifications des parametres
physico-chimiques a des fins pharmacocinétiques, en particulier la résistance a la protéolyse

et le passage de la BHE.

La fixation a la séquence CHC nécessite une certaine hydrophobicité, au risque de
réduire la solubilité des composés synthétisés. Le fluor, la N-méthylation et I’addition de
résidus chargés permettent d’aller dans ce sens mais le fluor posséde un avantage
supplémentaire non negligeable, puisqu’il permet d’augmenter I’hydrophobicité sans trop
impacter la solubilité (7 a 9, figure 52). Les composés N-substitués (InL, InD, InrD, SEN
304, SEN 606, 10 a 15, P6, figure 52) sont retrouvés tres souvent en méme temps que
d’autres modifications. En revanche, I’encombrement de I’azote le rendant moins nucléophile,

il est plus difficile a coupler lors de la synthese peptidique.
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A a fluorés D-peptides et/ou a.a. N-méathyles
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Figure 52 Peptidomimétiques a aa modifiés dérivés de la CHC (en rouge, les structures d’aa modifiées).*°
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Les peptides rétro-inversos sont un moyen efficace d’obtenir une inhibition de
I’agrégation, puisque I’utilisation de D-peptides permet d’inhiber plus efficacement L-AB que
D-AB, tandis que les L-peptides inhibent plus efficacement D-Ap. Il est également possible de
conjuguer ces peptides rétro-inversos N-méthylées (InL, InD, InrD, P6, figure 52) afin
d’empécher I’agrégation d’Ap autour de la région centrale hydrophobe. Il est aussi possible
d’ajouter dans un peptide rétro-inverso RI-OR2, des aa chargés positivement, comme la D-
Lys et/ou la D-Arg, apporté par une autre séquence peptidique virale du VIH, la séquence
TAT.1%1192 | e peptide couplé présente une plus forte affinité pour APi-s2, en plus de passer la

BHE et d’étre moins sensible a la protéolyse.

Enfin, une autre option est de remplacer ou d’ajouter certains aa par des alanines o,p-

déshydrogénées (16 et 17, figure 52).

Les nanoparticules, ici, permettent d’améliorer nettement le profil pharmacologique de
certains de ces composes. Un peptide acétylé Ac-VFFARK-NH, a été greffe a des
nanoparticules d’acide poly(lactique-co-glycolique) (PLGA) et a permis de réduire la toxicité
du peptide en plus de montrer une forte inhibition de I’agrégation.!®® En effet, les NPs de
PLGA s’impliquent dans I’inhibition en plus du seul peptide par effet synergique, en imposant
des restrictions de conformation a AP1-42, le redirigeant vers des especes « off-pathway », non
toxiques. Des nanoliposomes NL ont aussi été employés, notamment lorsqu’ils sont couplées
avec RI-OR2-TAT, et qui ont pour effet I’inhibition de I’agrégation d’Ap (& un ratio de
1:2000 de NL-RI-OR2-TAT:AB) en plus de protéger des cellules de neuroblastome humaines
SH-SY5Y de la cytotoxicité d’Ap. Des études in vivo chez des souris transgéniques ont
montré un effet protecteur contre la perte de mémoire, en plus de I’apparition de nouveaux

neurones.

Pour ces molécules aussi, peu de mécanismes d’action sont proposés. On peut tout de
méme citer le composé P6 (figure 52), constitué d’un peptoide SrVSrFSr (Sr = Sarcosine =
glycine N-méthylée) et d’une séquence chélatrice GHK. Celle-ci pouvant chélater le cuivre
Cu?*, P6 peut ainsi empécher le stress oxydant en plus d’inhiber I’agrégation d’Ap.
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On voit aussi apparaitre des substances ayant participé a des essais cliniques, comme
le PP1-1019{D-(H[Me-L]-VFFL]-NH2)}, qui a atteint les phases | et Il d’essais cliniques.'®*

Ceux-ci se sont terminés sans donner suite.
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Figure 53 Synthése sur support puis en solution du peptidomimétique 10.1%

Prenons un exemple de synthése, mixte ici, qui se décompose en une synthése sur
support suivie d’une synthése en solution. La premiére partie de la synthése consiste en quatre
couplages successifs en présence d’HBTU/HOBt dans le DMF. Une fois I’hexapeptide
synthétisé, la résine est clivée par I’acide trifluoroacétique puis le peptide est purifié sur
colonne. L’étape suivante est une déprotection des groupements protecteurs Cbz. La
déprotection est sélective puisqu’il faut laisser protégées les fonctions amines qui ne doivent
pas réagir a I’étape suivante. D’ailleurs cette étape est cruciale et consiste en une méthylation
des amines déprotégées précédemment, suivie d’une B-élimination afin d’obtenir les résidus
déhydroalanines. Pour finir, la derniére étape est une déprotection des groupements
protecteurs Boc, afin de libérer les amines restantes.

Si ces substances ont surtout été développées dans les années 2000, la recherche
continue d’explorer cette voie. On peut supposer que cette persistance s’explique par
I’engouement pour le réle majeur de KLVFF dans I’agrégation qui perdure encore
aujourd’hui, et aussi en raison des nombreuses modifications possibles que permettent les

peptidomimétiques.
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3.3.2 Dérives de la séquence C-terminale

Les peptidomimétiques dérives de la séquence CHC posséde la capacité d’inhiber ABi-
40 et AP1-42, mais pas avec les mémes ratios, ce qui fait d’eux des composés peu spécifiques
d’AB1-42 dans I’ensemble. En revanche, les peptidomimétiques dérives de la séquence C-ter,
développés depuis les années 90, le sont davantage. En effet, la différence entre ces deux
versions d’Ap tient aux deux derniers résidus hydrophobes, 141 et A4z, absents dans la version
a 40 résidus. Or, il a déja été précisé que les résidus Kos et Alas, formaient un pont salin dans
les fibrilles d’ABi42, stabilisant la structure en feuillet B au sein des fibrilles. Ainsi, ces
composés sont développés spécifiquement pour mimer cette séquence et perturber la fixation
d’autres monomeres ou protofibrilles d’AB. Or il existe peu de ces molécules. On peut
supposer que la plus grande proportion d’études dédiées a la séquence KLVFF est motivée
par son role majeur dans I’agrégation et qu’elle permet d’étudier toutes les versions d’Ap.

Les molécules décrites ici sont des peptides modifiés de classe A et B, soit par un
simple amide C-ter, soit des N-méthylations, ou par isomérisation avec le remplacement de

liaison peptidique par un ester.

Le premier type de modifications permettant d’observer I’effet inhibiteur fut I’ajout de
groupements propionyle et amide aux extrémités N-ter et C-ter respectivement (Pr-11GLa,
figure 54). Mais ce composé presentait une trop grande cytotoxicité puisqu’il induisait
I’agrégation en fibrilles. Ainsi, il a été décidé d’ajouter un résidu chargé, une lysine N-
terminale, afin de la réduire (RI1GLa, figure 54). On observe encore une fois que I’ajout de
résidus chargé permet d’inhiber I’agrégation en ajoutant une charge dans un site
habituellement hydrophobe. Vint ensuite la N-méthylation, qui intervient afin de bloquer les
liaisons hydrogene qu’utiliserait un nouveau monomere ou une nouvelle protofibrille pour se
fixer. Cela s’est vérifié par I’utilisation de peptides dérivés de AB225.35 N-méthylé en Glyss et
et Leuss, ainsi que par des hexapeptides, basés sur ABz.-37, N-méthylés jusqu’a 5 fois (24 a 27,
figure 54). Ces derniers ont d’ailleurs montré une activité bénéfique sur des modéles in vivo

de drosophiles.
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Figure 54 Peptidomimétiques dérivés de la séquence C-terminale (en rouge, les structures d’aa modifiées).*

L’ autre facon d’obtenir un effet inhibiteur fut d’utiliser un isopeptide d’Ap1-42 (22 et

23, figure 54). Pour cela, la liaison peptidique entre la Glyzs et la Serzs fut isomérisé pour
qu’une liaison ester se fasse par la chaine radicale de la Serz et I’acide de la Gly2s. Remplacer
I’ester par un amide N-méthylé a permis de préserver I’effet inhibiteur (a un ratio 1:1), tout en

augmentant la stabilité chimique du compose.

3.4 Peptidomimeétiques non basés sur la sequence d’4f1.42

C’est dans cette catégorie que sont classees beaucoup des substances les plus récentes

parmi les inhibiteurs de I’agrégation d’Api1-42. Contrairement aux peptides dérivés directement

de la séquence ABi42, ceux-ci présentent une diversité structurelle plus étoffée. C’est pour
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cela que les substances non basées sur la séquence d’Ap1.s2 rentrent dans toutes les classes de
peptidomimetiques présentées plus tt dans cette theése. En effet, on commence a observer un
éloignement plus important des nouveaux composés vis-a-vis du squelette peptidique, comme
décrit par les classes C et D. On peut rajouter que des libraires de molécules ont commencées

a étre utilisées pour cribler plus de composés simultanément afin d’obtenir des hits.

3.4.1 Peptides conjugués

Ici, surtout deux composés peuvent correspondre a cette catégorie. C’est le cas d’un
trimere d’acide aminopyrazole carboxylique et d’un ferrocéne greffé a un peptide légerement

modifié.

Dans le premier cas, plusieurs groupements ont été greffés a un trimere d’acide
aminopyrazole carboxylique, puis testés (28 et 29, figure 55). 1l en est ressorti deux éléments
de relation structure-activité intéressants. Ceux-ci sont : des groupements lipophiles éloignés
permettant des interactions disruptives avec une séquence d’aa non polaire Iz & Vss des
lysines multiples a distance qui vont interagir plus loin avec I’acide aspartique en position 22.
De plus, la présence d’un espaceur triéthylene glycol permet de déstabiliser le coude des
protofilaments d’Ap et ainsi d’empécher son repliement en feuillet B.2% Aussi, seul les

polyLys permettent de détruire la structure cross p-sheet.

_ \.«-\O_,\FO 5 !\JH;
OzN o) NH (CH
- AN 2)a
M e oA [
SNTOHN— T :’»,OH
i oY NH H N~ J
2. H
Fe o o)
-4 L
<> 0% “0CH, KKKKK-OMe

29

Figure 55 Peptidomimétiques conjugués non dérivé d’ ABi-s.
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L’autre composé fut déja étudié dans le cas d’un peptide dérivé de la séquence CHC,
pour lequel un ferrocéne fut greffé a un peptide GP(NO2-R)-OCHs, modifié dans le cas
présent sur le résidu arginine. L ajout de ce ferroceéne a permis de rendre plus hydrophobe le
composé (Fc-GPR, figure 55), et a montré un effet désagrégeant des fibrilles préformées.

On peut supposer que la conjugaison de peptide n’offre plus autant d’intérét vu que
modifier directement le squelette peptidique ou les résidus pour optimiser I’effet recherché,

est plus utilisé désormais.

3.4.2 Peptides a aa modifiés
3.4.2.1 D-peptides

Ici encore, I’inversion de configuration des peptides est présente pour quelques

substances.
Hzl':f NH,
o NH NG NH,  HoNNH,
HoN OH )/ Y Y
2 H - NH NH HN/:\\N HN/\\N NH;
0 A_0O )/ /r PNy, - /j*ﬁ
= =
N N N N N OH
et Cnd it En'
30 OH OH
NH NH
D3 s

Figure 56 D-peptides non dérivés d'Ap.4

Des mécanismes d’action ont été proposés pour ces D-peptides. Une demi-douzaine de
peptides avec un espaceur triglycine inséré dans leur séquence (IAAGITGGGCOOH,
TVIGTIGGGCONHz, TGIHASGGGCOOH, TTIVSTGGGCOOH,
AGVISIGGGCOOH, TVIR'*TIAAACOOH) ont montré une baisse de I’influx de Ca®*, car
ceux-ci S’agrégent avec AP pour former de nouvelles fibrilles incapables d’induire cet influx
de Ca®".

Un dipeptide a été développé afin de mettre en valeur le réle des résidus aromatiques
dans I’agrégation d’AB (30, figure 56).1%" Ce dipeptide présente une séquence NHz-D-Trp-

Aib-OH, dont le résidu tryptophane va interagir avec AP, tandis que le résidu Aib va
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empécher I’agrégation avec d‘autres monomeéres ou protofibrilles. De plus, ce dipeptide
présente des caractéristiques pharmacocinétiques favorables avec une bonne biodisponibilité
orale (39%) et nasale (55%), ainsi qu’un passage de la BHE de I’ordre de 4-8% des doses
selon le mode d’administration. In vivo, chez des souris transgéniques, ce dipeptide a réduit

fortement la présence de plaques amyloides et a amélioré leur fonction cognitive.

Un autre composé prometteur (D3, figure 56) a montré qu’il était capable de changer
I’équilibre de la formation de fibrilles en favorisant [I’agrégation d’espéces
nonamyloidogéniques, en plus de réduire la neuroinflammation et I’accumulation de plaques.
Enfin, un dernier composé derive de I’apolipoprotéine 1 (D4-F: Ac-
DWFKAFYDKVAEKFKEAF-NH;) a montré sa capacité in vivo a réduire les dépots
amyloides et la neuroinflammation dans I’hypothalamus de souris et a améliorer leur fonction

cognitive.

Concernant la diffusion des composés, il est intéressant de noter que D3 ne passe pas
la BHE par diffusion passive en raison des nombreux résidus chargés qui le composent, mais
que sa diffusion se faisait en revanche au moyen d’un mécanisme de transcytose, sur des
cultures cellulaires en tout cas. Cela montre qu’il serait possible de développer des composés

plus hydrophiles sans nécessairement empécher le passage de cette barriére.

3.4.2.2 Peptides cyclisés

Un tridécapeptide (PP-Leu, figure 57) analogue de peptides antiviraux a large spectre,
appelées 0-défensines, a montré sa capacité a inhiber efficacement I’agrégation. Il procéde
ainsi par maintien des peptides AP en suspension colloide. La cyclisation de ce tridécapeptide

trouve aussi son intérét dans la résistance a la protéolyse qu’elle lui procure.
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Figure 57 Peptidomimétiques cycliques non dérivés d'Ap.401%

Une librairie de D,L-peptides cycliques a été concue et un d’entre eux (CP-2, figure
57) a montré sur des cellules PC12, une capacité a désassembler des agrégats et fibrilles
preformés. Cela repose sur les similarités structurales entre les peptides amyloides et cette
libraire de D,L-peptides cycliques, en permettant de stabiliser les formes
nonamyloidogéniques d’Ap, et donc d’empécher I’accumulation de formes plus toxiques. Ces
formes stabilisées sont plutdt constituées de feuillets p paralléles et non pas de feuillets
antiparalléles, plus caractéristiques des especes toxiques.

3.4.2.3 N-substitutions

Cette fois-ci, les substitutions sur I’azote de I’amine o des résidus ne se limitent pas a
la méthylation. En effet, parmi les peptidomimétiques décrits ici, certains sont des peptoides
dont les chaines radicales des résidus peuvent se retrouver non pas sur le carbone o mais sur
I’azote de I’amine rentrant dans la liaison peptidique. Ce decalage de chaines radicales sur
I’azote est intéressant puisqu’il permet de créer une stéréochimie différente des D et L-

peptides, et que les protéases ne peuvent plus reconnaitre ces substances et les dégrader.
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Figure 58 Peptides N-substitués non dérivés d'Ap.4°

Parmi une librairie de peptoides a glycines N-substituées, un en particulier est capable
de se fixer sélectivement sur ABi42 (IAM1, figure 58), en plus d’étre plus efficace que la
substance de référence, le scyllo-inositol. Aussi, un dimére de ce peptoide (IAM1)2 a une
encore meilleure affinité pour ABi42 et protege les neurones de I’hippocampe in vitro de la
toxicité d’Ap. A partir d’une librairie de peptide & base d’acides y-aminés, un peptide (HW-
155-1, figure 58) a montré qu’a un ratio équimolaire, il inhibait totalement la toxicité induite
par AB1.42 chez des cellules de neuroblastome N2a et empéché leur mort cellulaire.*®® Enfin,
des peptides N-méthylés existent aussi, a commencer par des peptides présentant une
alternance entre alanine N-méthylé et alanine naturelle qui ont été testés in silico. Parmi eux,
un tétrapeptide, Ac-A-(NMe-A)-A-(NHMe-A), était capable d’interagir avec la séquence
CHC d’AB. Un autre type de peptide N-méthylés a aussi remplacé une partie de ses liaisons
peptidiques par un scaffold bis(thiourée)hydrazide (figure 58). L’intérét principal du
groupement thiourée, tient dans les liaisons hydrogene fortes qu’il peut former facilement
avec AB, tandis que la N-méthylation empéche la fixation d’un autre monomere ou
protofibrille, afin de stopper I’agrégation.

3.4.2.4 Acides aminés fluorés

Un tripeptide avec un résidu Aib (acide aminoisobutyrique) a été synthétisé, en

paralléle d’une version trifluorée (résidu (R)-a-trifluorométhylalanine) de ce méme tripeptide.
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Figure 59 Peptidomimétique 30 et sa version fluorée 31.2%

Le tripeptide non fluoré (31, figure 59) a présenté une action inhibitrice de
I’agrégation. 1l se base sur la méme stratégie d’inhibition que le dipeptide 30 (figure 56).
L’ajout d’un groupement trifluorométhyle sur ce tripeptide (32, figure 59) a occasionné une
amélioration de I’efficacité, que I’on peut imputer a I’hydrophobicité apportée par le
groupement trifluorométhyle. Cette hydrophobicité exacerbée permet en conséquence une
meilleure fixation aux résidus hydrophobes d’Ap (comme la CHC). Ainsi, le tripeptide fluoré
a montré sa capacité a retarder le changement de conformation des monomeres d’Ap vers une

structure en feuillet B, retardant la phase de nucléation.

3.4.2.5 Triazolaméres

Tres récemment, en 2021, des foldameres dont certaines liaisons peptidiques ont été
remplacées par des groupements triazoles ont été testés en tant qu’inhibiteurs de I’agrégation
d’AB]_—42-201

HZN/\n«N\SE‘N‘\S/IL

33

>...
s

H-GV {4 TZ)VI /{4 TZ]A-NH, H-Guf4TZ]VV {4 TZ)IA-NH,

Figure 60 Peptidotriazolaméres, foldaméres inhibiteurs d”AB.2

Ces composes, appelés triazolameres (33 et 34, figure 60), se veulent a la frontiere
entre petites molécules actives et dérivés peptidiques. lls agiraient sur la formation des
oligomeéres toxiques, en plus de passer facilement la BHE. Deux fonctions amides de la
chaine peptidique ont été remplacés de facon alternée, sur des D et L-peptides dérivés de
KLVFF2 et GVVIA4 (les deux composés 33 et 34 sont dérivés de GVVIA4). Le compose
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34 a montré in vitro une inhibition d’ApB142 de I’ordre du puM et avec a un ratio 34/Ap 0,1:1,
contrairement a 33, qui n’en montre qu’une tres faible. Cela montrerait I’importance de la

position des groupements triazoles dans la chaine peptidique, afin de garantir I’inhibition.
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Figure 61 Réaction de CUAAC 2%

Les triazolameres ont été synthétises a partir de différentes unités moléculaires. C’est
en faisant réagir une propargylamine, préparée en avance, avec un azide par CUAAC (Copper-
catalyzed azide-alkyne cycloaddition, ou cycloaddition azide-alcyne catalysée au cuivre en
francais) que I’on obtient un mime de dipeptide (deux aa relié par un triazole), qui sera ensuite

couplé en phase solide avec lui-méme et avec un acide aminé.

La réaction de cycloaddition s’effectue en présence de sulfate de cuivre pentahydraté,
et d’ascorbate de sodium, dans un mélange tert-butanol/eau, afin d’obtenir des mimes de
dipeptides, qui seront utilisés pour le couplage (figure 61). Les rendements sont assez
variables, entre 40% et 90%. Le groupement carboxylique est ensuite hydrolysé, en présence
de triéthylsilane dans le méthanol, afin d’étre libre pour le couplage a I’étape suivante. De
plus, la réaction de cycloaddition a I’avantage de respecter le principe d’économie d’atome de

la chimie verte.
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Figure 62 Couplage sur support solide pour former les triazolaméres 33 et 34.2%

La méthode pour obtenir 33 et 34 va différer par I’ordre de couplage des composés de
base. Les conditions de couplage restent les mémes qu’importe I’ordre, avec une résine Rink
libérée de son Fmoc pour le support solide, du DIC, de I’oxyma (une oxime de cyanoacétate
d’éthyle), et une collidine (un dérivé triméthylique de la pyridine) dans le DCM et DMF. La
méthode A (figure 62) permet d’obtenir le composé 33 et consiste a coupler le dipeptide avec
la résine, puis a coupler un deuxiéme dipeptide, avant de finir par coupler une glycine. Le
composé 34 s’obtient par la méthode B, et cette fois, c’est d’abord I’acide aminé qui est
couplé sur la résine. Enfin, les groupements Boc sur les amines terminales de 33 et 34 sont
clivés en milieu acide afin d’obtenir des amines libres. Les rendements apres purification vont

de modérés a plut6t bons.
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3.4.2.6 Autres modifications
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Figure 63 Peptidomimétiques non dérivés d'ABs.42 a divers degrés de modifications.*

Seront cités ici, les autres composés qui ne correspondent pas aux catégories

précédentes, notamment car ils sont le résultat de modifications plus spécifiques.

Un peptide possédant un acide triaminé (AEDabDab, figure 63) a été développé pour
servir de ligand pour stabiliser la séquence centrale, en hélice o, d’ABi-42. La dynamique
moléculaire a montré que I’ajout d’un acide triaminé a permis d’apporter une charge en plus a
ce ligand, afin d’améliorer son affinité pour les résidus chargés négativement d’Ap et de

stabiliser une conformation en hélice ¢..2%2
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Figure 64 Synthése de AEDabDab.?%

La synthése de AEDabDab est une synthese en deux parties (figure 64), une en
solution et I’autre sur support.2? La premiére partie est la synthése du groupement AEDab,
I’acide triaminé triplement protégé. On part de I’acide diaminobutyrique protégé sur I’amine
en a par un Cbz, qui subit une amination réductrice par le glycinal en présence de
cyanoborohydrure de sodium pour donner I’acide triaminé aprés protection de I’amine en
position y par N-(benzyloxycarbonyloxy)succinimide en milieu basique. La deuxieme partie
de la synthese est plus proche d’une synthese peptidique. Pour démarrer, un groupement acide
glutarique a été greffé a une résine Wang en présence de 4-diméthylaminopyridine. Ensuite
fut ajouté un résidu lysine Fmoc par couplage en présence d’HBTU et DIPEA dans le DMF.
La protection de I’amine radicale est importante, au risque d’observer une attaque nucléophile
intramoléculaire avec I’ester méthylique. Le couplage continu dans les mémes conditions par
un tryptophane Fmoc, sur I’amine en position y. C’est & ce moment qu’est greffé le
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groupement AEDab par couplage, mais cette fois en présence de HATU et DIPEA. Les deux
dernieres éetapes sont la déprotection de I’acide triaminé par I’acide trifluoroacétique, puis le

clivage de la résine Wang, en milieu basique.

Des lysines modifiées ont été modélisées, au moyen de la MD et de docking, avec
différents groupements C-ter, N-ter et N rad, et une longueur de chaine radicale différente. I
en résulte que deux d’entre elles (35 et 36, figure 63), ont montré un important effet
modulateur de I’agrégation d’Ap.2® Le mécanisme d’action proposé aprés simulations
informatiques, s’articule autour de la perturbation du coude que prend AB lors de I’agrégation.
Cela est possible en empéchant un pont salin de se former dans la zone du coude, et en

perturbant les interactions hydrophobes en amont d’AB au niveau du brin 1.

3.4.3 Mimes de p-hairpin

Cette catégorie regroupe tous les composes qui partagent les mémes caractéristiques
que la structure super-secondaire qu’est I’épingle a cheveu B ou B-hairpin. Pour rappel, un B-
hairpin est constitué de deux brins B antiparalleles reliés par un coude, et qui se stabilise par
liaisons hydrogéne et interactions hydrophobes.

L’objectif derriére le développement de ses structures est de mimer les monomeres
d’Ap lorsqu’ils prennent une structure en B-hairpin lors de la nucléation, puis d’empécher la
fixation de monomeres ou protofibrilles supplémentaires. Ainsi, un premier brin
peptidomimétique ou non se fixera avec AP tandis que I’autre empéche la fixation d’autres
entités.
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Figure 65 Mimes de B-hairpin.40.201.204
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Le développement de ses substances a commencé vers le début des années 2010,
surtout lorsque les modélisations d’Ap lors de son agrégation indiquaient que celui-ci adoptait
une structure en B-hairpin. Les B-hairpins peuvent étre cycliques comme pour PP-Leu (figure
57), ou acycliques comme ceux décrits ci-dessous.

Deux ligands ont été développés a partir du dipeptide Norleucine-D-Proline (Nless-D-
Pros7), au moyen d’une approche ligand-based. En effet, lorsque ce dipeptide est inclus au
sein d’Ap, celui-ci devient plus prompt a former et a stabiliser des B-hairpins au sein de
trimeres, grace a la formation d’un coude qui ne serait pas retrouvé dans les fibrilles
d’AB.2%2% | es deux ligands (37, et 38, figure 65) posséde une structure dérivée de ce
dipeptide, et que I’on pourrait classer dans la classe D des peptidomimétiques. Ils ont été
obtenus par scoring de molécules mimant un coude . Le composé 37 a donné une ICso de
I’ordre du pM.

A partir du simple coude, le principe s’est étendu au développement de B-hairpin en
trois parties principalement, un brin fixateur d’Ap, un coude, et un brin disrupteur de

I’agrégation.

Un premier exemple est celui de glycopeptides (39 a 41, figure 65), constitué d’un
coude glucidique hydrophile et de deux bras peptidiques hydrophobes. L’introduction sur le
bras fixateur d’un groupement peptidomimétique 5-amin-2-méthoxybenzhydrazide (40 et 41,
figure 65) a pour but d’augmenter la résistance protéolytique tout en montrant une capacité
d’inhibition de la dimérisation d’une protéase du VIH.?’" Le résidu valine fut remplacé par
une lysine pour établir une liaison électrostatique avec AP. Les glycopeptidomimétiques 40 et
41 ont montré une action inhibitrice a des ratios faibles (1:1 et 0,1:1). Le composé fut
davantage modifié en remplacant le coude par un groupement pipéridine-pyrrolidine (Gla,b,
figure 65) et en écourtant le bras disrupteur (42, figure 65).2%8 Plusieurs éléments de relations
structure-activité sont énoncés, avec I’importance d’une moins grande longueur de la chaine
peptidique (deux résidus au lieu de trois) ainsi que la présence indispensable du groupement
tosyle sur I’amine de la pipéridine du coude, le tout en réduisant le caractere peptidique du
composé sans que cela ne réduise I’activité inhibitrice. Aussi, chacun des éléments séparés ne

montre qu’une modeste activité.
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Un autre exemple de B-hairpin est celui d’un composé constitué de deux bras
peptidiques classiques mais avec un coude long qui remplace les résidus 28-30 du coude 27-
31 d’ApB par un groupement isostere acide 4-(aminoéthyl)-6-dibenzofuranopropionique (43,
figure 65), qui forme une pince. La mauvaise solubilité du composé, a été compensée par la
PEGylation des bras (44 et 45, figure 65). Ces nouveaux composés ont montré une meilleure

inhibition que la séquence KLVFFA, mais moins bonne que D-KLVFFA.

Enfin, on peut aussi citer I’AP90 (dont la séquence est Ac-
RGEMNISWMNEYSGWtMnLKMGR-NH2), un B-hairpin constitué de 23 résidus de
configuration D et L en alternance. Le composé prend une conformation de feuillet a, qui
differe de sa version B par I’orientation des groupements carbonyles et amines au sein des
liaisons peptidiques. Cette conformation due a I’alternance de résidus D et L, lui confére des

propriétés inhibitrices de I’agrégation.

3.4.1 Derives de IAPP (Islet Amyloid PolyPeptide)

En raison de la proximité qui existe entre les différentes protéines amyloides, et en
particulier entre celles impliquées dans la MA et le diabéte de type Il, des stratégies ont été
mises en place pour mettre a profit la séquence de IAPP. En plus d’offrir une voie de
recherche différente, cela permettrait d’investiguer davantage le lien que ces deux peptides

amyloides peuvent avoir entre eux, et par extension les similitudes entre les deux pathologies.

Fut d’abord proposé un composé reprenant la séquence de IAPP (IAPP-GlI, figure 66),
a la différence que deux de ses résidus étaient N-méthylés du méme c6té de la chaine
peptidique. La logique derriére ces méthylations était d’empécher la formation de liaison
hydrogéne a partir de I’azote des fonctions amides de la chaine peptidique.’® De cette
maniere, tandis qu’un coté du peptide se fixe a AP, I’autre empéche I’élongation au moyen de
ses N-méthyles. L analyse par RMN de I’agrégation d’Ap1-42 a montré que IAPP-GI agissait
en redirigeant I’agrégation vers des formes « off-pathway » moins toxiques.

130



24 26 37

1 10
KéNTAT&ATQRLANE_LVHSSNL\I_FGAILSSTNV_G_SNTY

IAPP-GI

8 18 22 28

wee [ TN TN |

-XXX-
8-Aoc (8Aoc-Gl), 8-Adooc (8Adooc-Gl), Gly-Gly-Gly (G3-Gl), Ala-Ala-Ala (A3-Gl),
Val-Val-Val (V3-Gl), Leu-Leu-Leu (L3-Gl), lle-lle-lle (13-Gl), Nle-Nle-Nle (Nle3-Gl),
(2-Aoc)-(2-Aoc)-(2-Aoc) (2Aoc3-Gl), Phe-Phe-Phe (F3-Gl), Cha-Cha-Cha (Cha3-Gl),
Lys-Lys-Lys (K3-Gl), Dap-Dap-Dap (Dap3-Gl), Arg-Arg-Arg (R3-Gl),
Lys(Ac)-Lys(Ac)-Lys(Ac) (KAc3-Gl), Ser-(D-Pro)-Gly (SpG-Gl)

NH,

OH

46

Figure 66 Peptidomimétiques dérivés des IAPP, et non d’Ap.40:210.211

Ensuite, un autre dérivé de IAPP fut développé, un mime « cross-amyloide », pour
empécher I’agrégation de IAPP, ABi.40 et ABis2. A la différence de IAPP-GI, celui-ci ne
comporte que deux parties de la séquence (8-18 et 22-28) de IAPP, avec deux résidus N-
méthylés comme précédemment.?° Ces deux séquences sont reliées entre elle par un linker de

nature peptidique ou non. Aussi, si ces deux séquences sont importantes pour la fixation a Ap,
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il semblerait que le linker soit indispensable pour qu’elles inhibent I’agrégation d’Ap. La N-
méthylation sert le méme but que pour IAPP-GI. La plupart des tests furent menés sur Api-o,
mais le peptide contenant le linker a base de résidus arginine a montré (R3-Gl, figure 66) des

résultats ex vivo intéressant sur I’amélioration de la LTP.

Plus récemment, un y-peptide foldamére a été développé pour inhiber I’agrégation de
IAPP et d’AB (46, figure 66).2!! Ce foldamére est composé de une a trois unités d’acide 4-
amino(méthyl)-1,3-thiazole-5-carboxylique qui peuvent adopter une structure hélicoidale. Le
role de ses foldaméres est de stabiliser la conformation de IAPP et d’AB en des especes peu
promptes a I’agrégation. Un de ces foldaméres a montré une capacité d’inhibition d’Ap
intéressante a un ration 1:1, et I’inhibe trés fortement a 10:1 en plus d’inhiber fortement
I’agrégation d’IAPP a partir de ce ratio aussi. Cette préférence pour IAPP est probablement

due a I’affinité des résidus Lys pour les résidus anioniques d’Ap (E22, D23 et Aso).
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Conclusion

La maladie d’Alzheimer est une maladie complexe, mais la connaissance que nous en
avons est toujours plus grandissante, et les efforts pour y apporter une réponse thérapeutique
le sont tout autant.

Tout d’abord, nous avons pu voir que la MA se manifeste par de troubles cognitifs,
principalement de la mémoire. Ces troubles trouvent leur origine dans un processus
physiologique déréglé par des facteurs de risques, génétiques entre autres, qui amenent le
peptide AB, a prendre des conformations susceptibles de s’agréger et de former des especes
d’abord solubles et toxiques, puis insolubles et peu toxiques. C’est I’hypothése la plus étudiée
ces 30 derniéres années, I’hypothese amyloide. Cette agrégation est possible grace aux
propriétés de certaines structures secondaires des proteines, les feuillets . C’est a cause de
I’adoption de conformations en feuillets B que ces agrégats sont produits et il est difficile de
les décrire précisément au niveau atomique, tellement elles changent au cours du processus.
Ces especes trés toxiques, sont composées d’oligomeéres d’une version du peptide Ap mal
clivée, AB1.42, et elles sont capables d’altérer trés fortement le fonctionnement des synapses,
surtout celles impliquées dans le processus de mémorisation par potentialisation & long terme.
Elles agissent & plusieurs niveaux des synapses. La fixation aux membranes entraine la
formation de pores notamment qui modifient I’équilibre électrochimique des synapses, par
fuite d’ions calcium. Les oligoméres se fixant aux récepteurs nicotiniques ou
glutamatergiques peuvent mobiliser des voies de transduction qui ont pour effet de diminuer
I’activité synaptique. Et enfin, les dommages aux organites des neurones entravent davantage
leur fonctionnement en amenant jusqu’a I’apoptose de la cellule. N’oublions pas I’action
oxydante des ROS et la mobilisation du systéme immunitaire par la microglie, responsable de
la neuroinflammation. Le peptide AB s’accompagne d’un autre peptide bien connu d’autres
pathologies neurodégénératives, la protéine Tau. La ou AP se manifeste par des dépéts
insolubles extracellulaires, Tau forme des fibrilles aprés avoir été phosphorylée par des
kinases, dont I’activité est perturbée par les oligoméres d’ApB. Aussi, le métabolisme des
lipides et en particulier de cholestérol intervient, par la présence d’apolipoprotéine ApoE4 qui
est un facteur de risque, d’origine génetique. Ainsi, on observe dans cette maladie

multifactorielle une accumulation de mécanismes physiopathologiques interdépendants, qui
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parfois se recoupent avec d’autres pathologies tout aussi bien connues (Parkinson, le diabete,

d’autres démences, ...), ce qui peut rendre I’identification de la MA parfois compliquée.

Avec 50 millions de patients atteints en 2017 dans le monde et 900 000 rien qu’en
France, la MA est la premiere cause mondiale de démences, ce qui constitue un colt humain
d’abord et financier ensuite non négligeable. Cette maladie se manifeste par une
symptomatologie tardive au regard des mécanismes physiopathologiques puisqu’il faut
attendre que les patients découvrent une géne pour en parler. Mais a ce stade, I’hippocampe et
I’amygdale sont déja touchés. Les patients en phase avancée de la maladie finissent par
décéder par dénutrition, déshydratation, ou des infections qui se déclarent a cause de la
dépendance qui s’est installée. Mais alors que la MA provoque de nombreux déeces, il n’existe
a ce jour que quatre médicaments jouant un réle trés anecdotique pour traiter les formes
Iégéres & modérées de la MA. C’est d’ailleurs ce qui a motive la HAS a dérembourser ces
médicaments au vu du faible service médical rendu. Ces substances ont un effet sur les voies
de transmission cholinergique (donépézil, rivastigmine et galantamine) ou glutamatergique
(mémantine), qui cherchent a favoriser I’action de ces neurotransmetteurs, acétylcholine et
glutamate, acteurs de la potentialisation a long terme. Face a I’absence de traitements
médicamenteux réellement efficaces, il existe tout de méme des traitements non
médicamenteux qui se basent sur des thérapies cognitives, comportementales ou encore
psychologiques, afin d’améliorer la cognition ou de ralentir I’apparition des troubles. S’il est
vrai que peu de médicaments sont sur le marché pour traiter specifiguement la MA, la
recherche est tres prolifique en matiere de nouveaux traitements expérimentaux. Ainsi, de trés
nombreuses voies de recherche sont étudiées, que ce soit contre le peptide AP, la protéine Tau
et leurs effets ou encore I’ApoE4 ou les ROS. Des essais cliniques de phase 111 sont en cours
pour de nombreux traitements, mais encore aucun n’a montré de resultats amenant a une
autorisation de mise sur le marché pérenne. Si I’immunothérapie a une grande importance

dans la recherche, les petites molécules ne sont pas en reste.

Il existe une catégorie de petites molécules décrite depuis au moins 20 ans, qui a
montré de trés nombreux intéréts en termes de drug design, les peptidomimétiques, a
rapprocher des peptides thérapeutiques. L’objectif est d’optimiser les propriétés
pharmacologiques et pharmacocinétiques des peptides au moyen de modifications chimiques

gu’apportent la chimie médicinale notamment. La différence principale qu’ils ont avec
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d’autres petites molécules plus traditionnelles est leur similarité avec les protéines/peptides,
ce qui les rends plus « drugables ». Et c’est pour cela que ces peptidomimétiques sont classés
selon leur ressemblance avec les peptides naturels. La chimie médicinale s’appuie sur des
regles et méthodes afin de développer plus efficacement ces molécules. Les régles de
Lipinski, la chimie verte ou encore la chimie du fluor pour ne citer que ces trois-1a, peuvent
aiguiller sans contrainte le développement de peptidomimétiques. Ces peptidomimeétiques
sont une catégorie de molécules dérivées des peptides, afin d’en exploiter leur affinité pour le
vivant tout en se détachant des inconvénients qui peuvent les empécher d’étre de bons
candidats médicaments. Tous les peptidomimétiques ne sont pas identiques et sont classés
dans quatre catégories qui se distinguent selon leur degré de ressemblance avec les peptides,
dont ils peuvent directement s’inspirer ou non. Les modifications ainsi apportées pour former
ces peptidomimétiques sont nombreuses, avec par exemple les peptoides, foldameres, D-
peptides, peptides rétro-inversos, ainsi que d’autres. Afin d’évaluer I’efficacité de ces
peptidomimétiques dans I’inhibition de I’agrégation d’Api42, des techniques existent et
continuent d’étre développées. Ainsi, on peut croiser frequemment des essais a la thioflavine
T, du dichroisme circulaire ou de I’electrophorese capillaire, quantifiant I’inhibition
recherchée et permettant de comparer les molécules proposées, au regard des limites de ces
techniques. Les molécules proposées en tant qu’inhibiteurs de I’agrégation d’Apis2 en
particulier peuvent se classer selon qu’elles sont développées a partir de la séquence d’ApB1-s2
(comme les séquences CHC ou C-terminale) ou sans lien avec APi-s2. J’ai en plus proposé de
classer ces molécules selon qu’elles sont des peptides naturels conjugués a des groupements
de natures différentes, ou qu’elles sont des peptides dont la structure du squelette ou des
chaines radicales a été modifiées a divers degrés et endroits, cela a des fins de lisibilité et de
confort. Il est intéressant d’exposer I’origine du design de ces molécules, la mesure de leur
activité et les méthodes de synthese utilisées, afin d’obtenir une image plus précise de I’intérét

que posent ces molécules dans le cadre de la recherche biomédicale.

Ainsi, malgré qu’il existe quelques composés qui ont pu se distinguer, il est encore
trop tét pour émettre un avis définitif. En effet, la recherche sur les peptidomimétiques a
certes debuté il y a 20 ans, mais des innovations sont toujours présentées de nos jours et ne
peuvent définitivement pas enterrer cette recherche. Clairement, la recherche sur les
peptidomimétiques inhibiteurs de I’agrégation d’APi1.42 a de I’avenir, et si elle venait a

échouer dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, elles pourraient tres bien étre réinvesties
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dans la recherche de traitements pour les autres amyloidoses, comme le diabete de type II, la
sclérose latérale amyotrophique ou encore la maladie de Parkinson. En revanche, il ne faut
pas négliger les autres hypotheses étiologiques de la MA, comme la protéine Tau, et la
recherche est aussi exhaustive dans ce domaine. Dans un autre registre, le mode de vie et
I’origine familiale (biologique et socio-économique) doivent étre considérées comme partie
intégrante de la prévention et du traitement de cette maladie. Peut-étre a I’avenir verrons-nous
des campagnes de prévention de la MA au travers de régimes alimentaires conseillés ou
d’exercices cognitifs. Peut-étre que les progres de I’épigénétique aboutiront a une toute

nouvelle voie de recherche de traitements.

Pour conclure cette these, il est nécessaire de rappeler que la maladie d’Alzheimer ne
cesse pas d’étre un enjeu de santé publique mondial, et que malgré de petites avancées,
comme avec la commercialisation de I’aducanumab aux Etats-Unis (Aduhelm®), on ne guérit

toujours pas de cette pathologie.
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Annexes

Annexe 1 Code international des acides aminés

NOM ENTIER
GLYCINE
ALANINE
VALINE

LEUCINE
ISOLEUCINE
PROLINE
METHIONINE
CYSTEINE
PHENYLALANINE
TYROSINE
TRYPTOPHANE
HISTIDINE
LYSINE
ARGININE
GLUTAMINE
ASPARAGINE
ACIDE GLUTAMIQUE
ACIDE ASPARTIQUE
SERINE
THREONINE

ABREVIATION PARTIELLE

Gly
Ala
Val
Leu
lle

Pro
Met
Cys
Phe
Tyr
Trp
His
Lys
Arg
Gln
Asp
Glu
Asp
Ser
Thr

137

LETTRE

- < >» 0 ®

-~ »wogm=zoO®XT RIS <TOZ



Annexe 2 : Mini mental state examination MMSE version consensuelle du GRECO

Morm du patient : Prénom du pabient :

Date de naissance du patient : Sexe:[H [F] Date du tesl :

Mom et status de I'accompagnant :

Jo v vous poder quegues queshons pour goprecier comment fonclionne valne mémaire

Les unes sonf frés simples, fes oulres un peu mons. Wous dever répondre du mieux que vousS pouver.
Oermlle esf by dode compléde d'auwowd hur ?

5l la réponse est incorrecte ou incompldte, pasez Les guestions resiées sans réponse, dans L'ondre suivant =
1. En quelle annde sommes-nous 7

2. En quelle salsan *

3. En quel mals ?

4. Quel jour du mals ?

5. Quel jour de la semaine ¥

Je va vous pofer mainienanl gqueigues guesions sur sndroif o0 mnows krouvons.
£ Ouel est ls norn de Uhbpital ol nous sormmes ?

7. Dens guelle ville se trouve-t-iL ?

B Qwel est le norm du départernent dans lequel est situde cetie ville 7

5. Dans guelle province au région est sitwée ce département 7

10. A quel étage sommes-pous 7

DO000 |\O0000a

D sur 10
APPRENTISSAGE / 3

Je vois vouss dire fros mols ; je voudroi gue vous me les répélier ef gue vous esSayier de les refenir oor
& vous leg redemanderar foul  Fhewre.

11. Cigare Citran Fauteuil D
12 Fleur ol Clé ol Tulipe D
13. Porte Ballon Canard a
Répler fes 3 mots (1 sur 3

ATTENTION ET CALCUL /5

Vowler-vous compler @ partic de 100 en refiranf 7 & chaogue fos 7
14.100-7=93  15.93-T=84  16.84-7=79 10.79-7=72 18.72-7=85  [Jaurs

Paour tous les sujets, méme pour ceux gui ant obtenu L= maxirmem de points, demander :
Voulez-vous épeler le mol MOWOE o [ervers ?

RAPPEL / 3

Fouver-vous me dire quels: dloenl les 3 mols que je vous ai demandé de répéler el de refenr oul § Vheure 7

1%. Cigare Citron Fauteuil D
20. Fleur ol CLé -] Tulipe D
21. Porte Ballon Canard Il
Rbpiter le=: 3 mols. [ surs

Montrer un erayan. 22, Jusl et be nom de cef obyel 7
Montrer volre mantre. 23. Jusl e ke nom de cef obyel 7
24, Ecouler bien of répéter gorés moi : "FAS DE MAIS, OE 51, W DE ET”
Poser une feullls de papler sur l& buresu, La mortrer su sujst en lul disant : Ecouler bien of files oo que je vai vous dire
28, Frener celle feulle de popier aver volne main droife,
2. pliez-ka en dewu,
27. ol jplez-iz par lerre
Tendre au sujpet une fewille de papler sur Laguelle est éerit en gros caractéres : "FERMET LES YEUUC® &t dire aw sujet :
28. “Foiles oo qui esf dori”.
Tendre au supet ume fewille de papler et wn stylo, en disant :
29. “Vowlez-vous m'éorire une phrote, cr que vous vowez, mais une phrose eniigre.”

DEUFB

000

PRAXIES CONSTRUCTIVES / 1

Tendre au sujet une feullle de papler &t lul demander :
30. "Voulez-vous recopler ce dessin 7 (] suri

SCORE TOTAL sur 30
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CONSIGNES DE PASSATION
ET DE COTATION DU MMSE

Ces consignes de passation et de cotation ont ébé Slabordes de manlére consensuelle en 1798 par le GRECO

[Groupe de Recherche ot o Evalustion des banctions Cognitives].

Il est pasentiel dexaminer ke sujed dans Le calme el de lul donner un lermps sulfisant pour les réponses. Il nelaul pas héslier 3 renloroer
poskiverment les bornes répenses et & minimiser les erreurs.

| ORIENTATION [Questions 1 4 10) |

Orizmtation dans le bemps

Paur ces [bemms, seules les réponses exacles sont prises en comple. Cependant, lors de changements de salsom ou de mols,
permetire au sujel de corriger une réponse erronée en Lul demandant : “Bles-vous sir ¥°. 5i e sujet danne 2 réponses [lundi
ou mard], i demander de chatsir 8f ne tendr compbe que de 13 répoanse délinibhe.

Cotation : chague réponse [ushe vaul un polnt.

Orientation dans 'espace

Paur tows ces lbems, naccepler que La réponss exacie.

Chague réporse juste vaut un paink. Accorder un délal maxirmurm de 10 secondes.

[ APPRENTISSAGE [Questions 11 2 13) |

Danner Les 3 mals groupés, 1 par seconde, face au malade, en artioulant Blen Accorder 20 secondes pour La réponss.
Campter 1 paint par mol répéé correctement au premler essal,

5l le sujet me répite pas les 3 mots au premier essal, les redonner |wsqu's ce gu'ils solent répélés correcterment dans la Umite
de & egsals.

En elfet, I'épreuve de rappel e peut 8lre analysée que sl L=< 3 moets anl 616 enregisirds.

[ ATTENTION ET CALCUL [Questions 14 a 18) |

Il est permts & alder le patlent en Lul présentant Ls premidre soustraction.

“100 - 7 combien cela falt-il 7 et ensuite : "Continuez.”

in arréte aprés 5 soustraciions &t on comple 1 palnt par sousiraciion exacie o esl-&-dire larsque le pas de 7 est respeché guel =
que Soif La réponse prépédente ; 8% - 100, ¥2, 85 le point n'est pas scoordé pour b premiére soustraction mais IL L'est paur La seconde.
5l le sujet defmande, en cours de tehe, “comblen faut-IlL retirer 7° L m'est pas admis de répéter La consigne | “oontinwes eomme
awanl”]. 5'Il parait, néanmeins, indispensable de redenmer La consigre, I faut repartic de la consigne Imitiale |"carmpber & partic
de 100 en retirard 7 & chague fols™). Lorsque le sujet ne peut ou pe veut effeciuer les cing soustractions, Il est ndeessaire, pour
madntenir le principe d'une WSehe interférents, de lul demander d épeler |2 mot MOMDE A Uervers |"Pouvez-vous Speler le
mat MOMOE & U'enwers en commencant par La dernlére Letire 77) Moutelals, lorsque L& patient a des difficulbés manilestes dans
le commple & rebours, il est préférable de lul dermander d'épeler le met MOMNDE & Lendralt avant de lul demander de |'épeler &
l'enwvers pour le remetire en conflance]. Dans cetie dpreuve, Le nombre de Letires placées successivement dams wh ordre correct
sl pamplé [exermple - EDMON = 2].

Le GRECO recornmande de systématiguement taire passer celle Sprewse, méme < le comple 3 rebours est earrecl.

Dwans tous bes cas, Le résultal n'est pas pris en comple powr le score botal.

| RAPPEL |Questions 19 4 21] |
dceorder 10 secondes pour répandre. Compler 1 point par mot correctement restibud.

| LANGAGE [Questions 22 3 29] |

| PRAXIES [Question 30] |

I faul mentrer um crayoen e non un stylo ou un styls & bille. Aucumne réponse sulre gue crayon n'est admise [1 pointl.
Le sufel ne doil pas prendre les objets en maln.
Répétition
La phrase dodl re pronsncée lentement, & haube wolx, face su malade. 5 be patient dit ne pas avalr entendu, ne pas répéter
La phrase [si exarinateur & un doute, Il pewt étre admis de vérifler en répétant La phrase & la fin du test].
Me compler 1 point que si La répétition est absalument correcie.
Compréhension srale
Carmpter 1 paint par Hem correctement exéeuts.
Sl ke sujet s'arrite of demande ce quiil dedt faire, | pe faul pas répdier La consigne, mals dire "iailes ce que | vous ad dit de falre”.
Compréhension du langage écrit
Carmpter 1 point sl L'ordre est exécubé,
Le paint n'est apcordd que sl le sujet ferme bes yeun. Il m'est pas secordé 5l se contente de Lire la phrase.
Dessin et langage écrit
Dessin : compler 1 point sl bous (== angles sant présents et siles figures se coupent sur 2 c8lés différenls.
On peut autariser plusiewrs essals et socorder wh bemrps dune minule.
Phrase : danmer 1 polnt i la phrase comprend au minimuen wh sufet ef unverbe, sans benlr comple des erreurs d arthegraphe
ol de synlaxe. Meladle 4



Annexe 3 : Les douze principes de la chimie verte donnés par P’UNESCO

1. Prévention : Mieux vaut éviter de produire des déchets que d’avoir ensuite a les traiter

ou s’en débarrasser.

2. Economie d’atomes : Mise en ceuvre de méthodes de synthése qui incorporent dans le

produit final tous les matériaux entrant dans le processus.

3. Conception de méthodes de synthése moins dangereuses : Dans la mesure du possible,
les méthodes de synthese doivent utiliser et produire des substances peu ou pas

toxiques pour I’homme et I’environnement.

4. Conception de produits chimiques plus surs: Mise au point de produits chimiques

atteignant les propriétés recherchées tout en étant le moins toxiques possible.

5. Solvants et auxiliaires moins polluants : Renoncer & utiliser des auxiliaires de synthese
(solvants, agents de séparation, etc.) ou choisir des auxiliaires inoffensifs lorsqu’ils

sont nécessaires.

6. Recherche du rendement énergétique: La depense énergétique nécessaire aux
réactions chimiques doit étre examinée sous I’angle de son incidence sur
I’environnement et 1’économie, et étre réduite au minimum. Dans la mesure du
possible, les opérations de synthése doivent s’effectuer dans les conditions de

température et de pression ambiantes.

7. Utilisation de ressources renouvelables: Utiliser une ressource naturelle ou une
matiére premiére renouvelable plut6t que des produits fossiles, dans la mesure ou la

technique et I’économie le permettent.

8. Réduction du nombre de dérivés : Eviter, si possible, la multiplication inutile des
dérivés en minimisant 1’utilisation de radicaux bloquants (protecteurs/déprotecteurs ou
de modification temporaire des processus physiques ou chimiques) car ils demandent

un surplus d’agents réactifs et peuvent produire des déchets.
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9. Catalyse: L’utilisation d’agents catalytiques (aussi sélectifs que possible) est

préférable a celle de procédés steechiométriques.

10. Conception de produits en vue de leur dégradation : Les produits chimiques doivent
étre congus de telle sorte qu’en fin d’utilisation ils se décomposent en déchets

inoffensifs biodégradables.

11. Observation en temps réel en vue de prévenir la pollution: Les méthodes
d’observation doivent étre perfectionnées afin de permettre la surveillance et le
contréle en temps réel des opérations en cours et leur suivi avant toute formation de

substances dangereuses.
12.Une chimie fondamentalement plus fiable : Les substances et leur état physique

entrant dans un processus chimique doivent étre choisis de fagcon a prévenir les

accidents tels qu’émanations dangereuses, explosions et incendies.
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Annexe 4 : Les huit régles de Christ de la chimie verte (traduites depuis I’anglais)

Améliorer les procédés chimiques avec I’aide de nouvelles voies de syntheses ; dans la
production d’amines aromatiques, la réduction par le fer est remplacée par une

réduction catalysée par I’hydrogene.

Déplacer I’équilibre. L’utilisation de conditions de reaction plus favorables peut
déplacer I’équilibre de sorte que les réactifs A ou B soient consommeés en totalité. Cela
peut étre atteint par I’utilisation en exces du second réactif, par la récupération du
produit en cours de réaction, ou par le recours a des températures ou pressions plus

favorables.

Augmenter la sélectivité. Une méthode trés efficace pour réduire la quantité de résidus
et I’augmentation du rendement permet d’améliorer la sélectivité des réactions
chimiques. En voici des exemples : I’amélioration de la sélectivité des catalyseurs, par
I’utilisation de catalyseurs qui baissent le taux d’apparition de réactions secondaires
non désirees ; le maintien de I’activité catalytiqgue maximum, en évitant les poisons de
contact ; I’optimisation des conditions de réactions, par des différences d’utilisation
entre la cinétique de la réaction principale et la cinétique des réactions secondaires ;
des profils de températures et temps de residence plus favorables ; des réacteurs plus

adaptés ; le recyclage des sous-produits (si la réaction est réversible).

Développer de nouveaux catalyseurs ; la production de polypropylene sans produire

d’eau residuelle par I’utilisation de catalyseurs organométalliques.

Optimisation des procédes.

Changement de milieu réactionnel. Si I’eau est remplacée par un solvant organique en
synthése, la contamination des eaux résiduelles peut étre drastiqguement réduite.
Cependant, la manipulation de solvants respectueux de I’environnement implique non
seulement de récupérer le solvant depuis le milieu réactionnel, mais permet aussi de

prévenir les pertes dans I’atmosphere pendant le transport. Le stockage, la production
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et le développement. Cela est permis par I’adsorption du solvant depuis les émanations

gazeuses.

7. Utiliser des matériaux bruts de plus grande pureté.

8. Remplacer ou éliminer les intermédiaires qui ont un effet néfaste sur I’environnement

(par exemple, les hydrocarbures chlorés).
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Résumeé de la these :

Avec ces 50 millions de personnes atteintes en 2017 et le vieillissement
des populations, la maladie d’Alzheimer (MA) est devenue un enjeu de santé
publique. Cette maladie se caractérise par une atteinte de I'hippocampe et de
I'amygdale principalement, par des plaques séniles (SP) et enchevétrements
neurofibrillaires (NFT). La MA se manifeste par une diminution des fonctions
cognitives, et surtout la perte de mémoire. Malgré la difficulté a identifier les
raisons de ce déclin cognitif, les recherches ont permis d’identifier des espéeces
responsables, dont le peptide amyloide (AB) et la protéine Tau. Afi42 en
particulier serait responsable des perturbations neuronales au niveau cellulaire.
Il est capable de s’agréger en des especes plus volumineuses au comportement
plus ou moins toxiques.

Afin de répondre a cet impératif de santé, une catégorie de molécules
pourrait empécher I'agrégation du peptide AB1-42, les peptidomimétiques. Ce sont
des molécules plus ou moins semblables a des peptides, dont I'objectif est de se
fixer sur APi42, pour empécher l'agrégation d’autres peptides. Entre bonne
« drugability » et diversités structurelles, ces molécules ont-elles de l'avenir,
malgré la concurrence de I'immunothérapie et qu’aucune n’a encore passé les
phases cliniques ?
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