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Résumé :

La maladie d’Alzheimer est caractérisée par deux pathologies : la pathologie amyloide et la
pathologie tau. Cet article présente les résultats d’une étude visant a tester 1’effet thérapeutique
de 2 molécules, MAGS02-14 et PEL24-199, sur la pathologie tau. Les tests effectués sur des
souris, montrent que PEL24-199 a eu un effet bénéfique sur la pathologie tau et a permis d’amé-
liorer la mémoire a court terme. Ces données suggérent ainsi un potentiel thérapeutique de
PEL24-199 pour traiter la maladie d’ Alzheimer.

Mots clés : Cerveau; Maladie d’Alzheimer; Maladie neuro-dégénérative ; Mémoire ;
Neurone

| Introduction - la pathologie tau correspond a un assem-
. . ‘ blage dans les neurones, de protéines tau dii

La maladie d’Alzheimer est une maladie a une modification de la conformation de
neuro-dégénérative, c’est a dire qui touche cette protéine. En temps normal, les pro-
progressivement le systéme nerveux. Cette téines tau forment comme une sorte de filet
maladie se manifeste par 2 1ésions du systeme entourant les microtubules. Les microtu-
NeTveux . bules assurent la migration des chromo-
somes au cours des divisions cellulaires,
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mais aussi des protéines ou de tout autre « protéines tau ainsi phosphorylées ne main-
colis » intracellulaire. Dans le cas de la ma- tiennent plus les microtubules et s’accumu-
ladie d’Alzheimer, des groupements phos- lent dans le neurone formant des amas inso-

phates s’ajoutent a la protéine tau. Les lubles (Fig.1 et 3).
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Figure 1 : Comparaison de /’interaction protéine Tau/microtubule entre un individu sain et
un individu atteint de la maladie d’Alzheimer

- la pathologie amyloide correspond a la for- proviennent de la séparation de la protéine
mation de plaques amyloides. Ces plaques precurseuse de l’amylo.lde (APP), cette sé-
sont un dépot, a I’extérieur des neurones, de paration résulte de 2 clivages successifs de

peptides AP toxiques. Ces peptides I”APP par 2 enzymes :la -sécrétase et la y-
sécrétase (Fig.2 et 3).
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Figure 2 : Clivages de /’APP dans le cas de la maladie d’Alzheimer
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Figure 3 : La maladle d "Alzheimer se manifeste par 2 lésions
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Le point commun entre ces 2 Iésions est
I’homéostasie protéique. En effet, elle re-
groupe I’ensemble des processus qui régulent
la fabrication des protéines, leur dégradation

Protéines ou peptides
anormaux détectés

>

QQ -

Protéines ou peptides
7 anormaux

Autophagosome

et leur ¢élimination. Parmi ces processus, on
trouve 1’autophagie (Fig.4) et les voies en-
dosome/lysosome.

.. Lysosome contenant des _,
ﬁ enzymes digestives iﬁ
v: " o

Digestion des protéines
ou peptides anormaux

v

.
.

Elimination‘des’
déchets

Figure 4 : Exemple d’un processus permettant /’élimination de protéines ou de peptides anor-
maux

Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, des
¢tudes ont montré un dysfonctionnement de
ces mécanismes puisque des protéines anor-
males telles que les protéines tau phosphory-
I1ées et les peptides AP ne sont pas éliminés.

Des études ont également montré que des
molécules telles que la chloroquine permet-
tent de réduire ces dysfonctionnements de
I’homéostasie protéique. Certaines molécules
de la famille de la chloroquine seraient donc
efficaces pour lutter contre la maladie, plus
précisément contre la pathologie amyloide
ainsi que la pathologie tau qui sont les causes
de la maladie. Il y a déja deux molécules qui
ont montré une activité thérapeutique. Les
deux molécules testées parmi ces composés
sont MAGS02-14 et PEL24-199. Ces mol¢-
cules MAGS02-14 et PEL24-199 bloquent
I’action de la B-sécrétase et permettent ainsi
de lutter contre la formation de plaque amy-
loide. L’effet de MAGS02-14 et PEL24-199
sur ’autophagie a également été test¢ dans
une étude réalisée in vitro, ¢’est-a-dire réali-
sée en laboratoire en dehors d’organismes vi-
vants. Dans le cas de la maladie d’Alzeihmer
il y a eu une accumulation des marqueurs LC3
et p62 et gonflement des vésicules

intracellulaire suite & un dysfonctionnement
de I’autophagie. Les résultats de cette ¢tude in
vitro montrent que seule MAGS02-14 évite
I’accumulation des marqueurs LC3 et P62, ré-
duit le gonflement des vésicules et permet
ainsi de restaurer 1’autophagie. Ainsi,
MAGSO02-14 et PEL24-199 ont une action sur
la pathologie amyloide en bloquant I’action de
la B-sécrétase, mais seule MAGS02-14 pos-
séde en plus une activité sur 1’autophagie

(Fig.5).
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Figure 5 : Résumé des effets potentiels des 2
molécules testées

L’objectif de cette nouvelle recherche est
d’examiner leur effet sur la phosphorylation
3
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de la protéine tau, I’autre manifestation de
cette maladie. Les expériences ont été faites
sur des souris modéle présentants une
phosphorylation de la protéine tau. En
comparant les résultats obtenus pour les souris
traitées avec MAGS02-14 et celles traitées
avec PEL24-199, on pourra déterminer si ces
traitements entrainent une amélioration et si
cette amélioration repose davantage sur le
rétablissement de 1’autophagie ou sur la
régulation de la B-sécrétase, afin de mieux
comprendre les mécanismes impliqués et
orienter de futures approches thérapeutiques.

I1 Méthode et résultats

11.1 Effets des traitements sur la
mémoire a court terme

Test de ’anxiété

Le stress et I’anxiété seraient des facteurs
interférants sur la mémoire. Les chercheurs
réalisent alors un premier test sur des souris
traitées et non traitées, appelé test du laby-
rinthe en croix surélevé dont la structure est la
suivante (Fig.6).

Les bras clos abritent la souris : ce sont des
lieux qui confortent la souris tandis que les
bras ouverts peuvent lui sembler inconfor-
tables. Des souris peu anxieuses auront de ce
fait plus tendance a explorer ’ensemble des
zones dont les bras sont ouverts alors que les
souris anxieuses resteront plutét dans les bras
clos.

Apres avoir place les souris au centre du dis-
positif, on étudie leurs déplacements sur une
durée de 5 minutes en mesurant différents pa-
rametres : la distance parcourue, la vitesse, le
nombre d’entrées dans chaque bras, le temps
passé dans les bras ouverts par rapport aux
bras clos et le pourcentage d’entrées dans les
bras ouverts.

Bras clos

x Placerment initial de la souris

Figure 6 : Schéma du dispositif du test du la-
byrinthe en croix surélevé

Test de la mémoire spatiale a court terme

Les chercheurs réalisent un second test sur
les mémes populations de souris, appelé test
du labyrinthe en Y dont la structure est la sui-
vante (Fig.7).

= Autres bras

Branches secondaires fermées
altemativerment

Branche principale

Placement initial de la souris

Figure 7 : Schéma du dispositif du test du la-
byrintheen' Y

Cette structure est composée de 3 bras dont un
bras de départ et deux bras alternativement
fermés. On place d’abord la souris dans une
aire ouverte composée du bras de départ et
d’une premiére branche secondaire ouverte,
pendant 5 min. On appelle cela la phase d’ap-
prentissage. On I’extrait ensuite du dispositif
pour la mettre dans sa cage durant 2 min. On
appelle cela la phase de rétention. Le test
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commence lorsque 1’on replace la souris dans
le dispositif mais cette fois-ci en ouvrant éga-
lement le bras qui était fermé initialement. On
mesure alors les parameétres suivants sur une
durée de 5 min : distance totale parcourue, Vvi-
tesse, alternance entre les bras et entrée dans
les 3 bras. On considére qu’une souris a une
bonne mémoire a court terme, si pendant les 5
min de test, elle parcourt davantage le bras ou-
vert en deuxiéme partie que le premier bras
découvert. Elle montre dans ce cas une mémo-
risation du premier bras exploré.

Deux traitements sont administrés a des
souris ayant la pathologie tau : PEL24-199 ou
MAGSO02-14. Les souris jusqu’a 1’age de 6
mois posseédent déja des accumulations de la
protéine tau phosphorylée dans I’hippocampe
(zone responsable de la mémoire et de I’ap-
prentissage). Mais cette pathologie s’aggrave
a partir de I’age de 7 mois ou les souris pré-
sentent des lacunes de mémoire spatiale qui
s’aggravent au cours du temps et cela jusqu’a
I’age de 10 mois. Une fois cet ge passé, les
déficits ne peuvent s’aggraver davantage.

Ainsi les tests comportementaux et de meé-
moire spatiale a court terme décrits précédem-
ment ont été réalisés sur des souris agées de 7
mois aprés 6 semaines de traitement

Résultats du test de ’anxiété

Suite au test du labyrinthe en croix surele-
vée, la mesure de I’anxiété a révélé que les
traitements PEL24-199 et MAGS02-14 n’ont
pas impacté les paramétres étudiés chez les
deux populations de souris. Comme 1’anxiété
n’est pas modifiée & I’issue des tests, on peut
donc en déduire qu’elle n’influe pas sur les ré-
sultats des tests de mémoire effectués.

Résultats du test de la mémoire spatiale a
court terme

Lors du test du labyrinthe en Y, les souris
atteintes de la pathologie tau, se rendent
aléatoirement dans les bras du dispositif, et
cela, a cause d’une diminution de la mémoire
spatiale a court terme. Les souris atteintes de
la pathologie tau agées de 7 mois, traitées avec
1mg de MAGSO02-14 se rendent également
aléatoirement dans les bras du dispositif,
tandis que les souris traitées avec 1mg de
PEL24-199 ont agi de la méme maniere que
les souris n’ayant pas la pathologie tau, en
explorant davantage le nouveau bras ouvert.
Comme les souris traitées avec MAGS02-14
ne se sont pas rendues davantage dans le
nouveau bras, on peut en déduire que ce
traitement s’est montré inefficace pour pallier
au déficit de la mémoire spatiale,
contrairement au traitement PEL24-199 qui a
permis de réduire ce déficit (Fig.8).
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Figure 8 : Résultats du test de la mémoire spatiale a court terme (Tautou et al., 2021)

Le traitement PEL24-199 a donc permis de
restaurer la mémoire a court terme chez des
souris atteintes de la pathologie tau.

11.2 Effets des traitements sur la
quantité de tau-phosphorylee

Protocole de séparation et d’identification
des protéines tau phosphorylées

Les échantillons de cerveau de souris ayant
une pathologie tau ont été préparés en
mélangeant les tissus avec des solutions
spécifiques afin d’extraire les protéines. Une
fois homogénéisés, ils ont été chauffés a 70°C
pour « déplier » les protéines. Une petite
quantité de ces protéines a ensuite été déposée
sur un gel de polyacrylamide, un matériau
permettant de les trier selon leur taille sous
I’effet d’un courant électrique. Ce procédé
appelé €lectrophorése agit comme un filtre ou
les protéines les plus petites migrent plus
rapidement que les plus grandes (Fig.9).

Couvercle avec 2
électrodes générant
un courant électrique

Méthnge de |

protfines da 8 g de protéines
poks totales du cerveau
connus

servant de
repére

cuve
d'électrophorése

Figure 9 : Technique de [’électrophorése

Une fois séparées, les protéines ont été
transférées, grace a un courant électrique, du
gel a une fine membrane de cellulose capable
de les retenir (Fig.10).

Pour identifier précisément la protéine tau
et ses formes modifiées, des anticorps
spécifiques ont été appliqués. Ces anticorps,
grace a une réaction chimique produisant de la
lumiére, ont permis de visualiser la présence
et la quantit¢ de tau sous forme d’images
analysables (voir Fig.11). L’ensemble de ces
étapes forment une technique appelée Western
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Blot qui permet la recherche et le dosage de
protéines particulieres dans un échantillon.

++++++++
Eponge

Papier filtre

Gel
Papier filtre

Eponge

Figure 10 : Technique de transfert des pro-
téines sur une membrane

Une électrophorese bidimensionelle a aussi
été utilisée pour visualiser la quantité de tau

o b4

phosphorylée. Le but de cette électrophorese
bidimensionelle est de séparer les différentes
molécules en fonction de leur poids et de leur
pH plus ou moins acide ou basique. On a ainsi
séparé les protéines tau qui ont un poids de
64kda en fonction de leur pH. Ces protéines
tau ont été extraites du cortex et de
I”’hippocampe des souris. On sait que quand la
protéine tau est acide alors elle est défaillante
(protéines tau phosphorylée).

Cette technique a été utilisée sur trois
souris : une souris non traitée, ainsi qu’une
souris avec le traitement PEL24-199 et I’autre
avec le traitement MAGS02-14. La encore, la
protéine tau a été mise en évidence grace a des
anticorps spécifiques de la protéine et des
anticorps spécifiques des anticorps émettant
de la lumiére.

Anticorps se fixant
spécifiquament sur la
protéine Tau phosphorylée

Anticorps se fixant

t*  spécifiquement sur
* lanticorps de la protéine Tau
phosphorylée. Cet anticorps

emet da la lumiéra

Figure 11 : Mise en évidence des protéines recherchées sur la membrane

Résultats :

Le traitement avec PEL24-199 a eu un effet
sur la modification chimique de la protéine tau
dans le cerveau des souris étudiées. Plus
précisément, dans le cortex, il a permis de
réduire la présence de protéines tau
phosphorylées. Cela signifie que le traitement
influence un processus biologique qui joue un
réle dans la phosphorylation de la protéine
tau.

Dans I’hippocampe, une diminution de la
quantité de tau phosphorylée a également été

observée, mais elle était moins marquée et n’a
pas atteint un niveau considéré comme
significatif d’un point de vue statistique.

En revanche, la quantité totale de tau dans
le cerveau n’a pas changé apres le traitement,
ce qui montre que PEL24-199 n’empéche pas
la production de tau mais modifie uniquement
son état chimique. De plus, I’autre molécule
testée, MAGS02-14, a eu un effet bien plus
limit¢, avec wune diminution détectée
uniquement sur un site spécifique de
phosphorylation de la protéine tau (S262).
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L’¢lectrophoréese bidimensionnelle montre
que dans le cortex et I’hippocampe des souris
non traitées, il y a beaucoup de protéines tau
acide donc défaillante tandis qu’il y en a
beaucoup moins avec le traitement PEL24-
199 et le traitement MAGS02-14 (Fig.12).

Cortex Hippocampus
Untreated T —
PEL Tor— —— - 64 kDa
MAGS | | e o e i Wl Rt

Acid pl
Figure 12 : Résultats de [ ’électrophorése bi-
dimensionnelle. Les pointes de fleches mon-
trent les différences observées entre les sou-
ris non traitées ou traitées avec PEL ou
MAGS (Tautou et al., 2021)

Basic Acid pl Basic

L’ensemble de ces résultats montrent que
PEL24-199 a un effet ciblé sur certaines
modifications de tau dans le cerveau, avec une
action plus visible dans le cortex que dans
I’hippocampe (Fig 13).

Cortex ——
Réduction des tau phosphorylées

Hippocampe 2
Faible réduction des tau phosphorylées \

Hypothalamus

Figure 13 : Effets de la molécule PEL24-199
sur la phosphorylation de la protéine Tau

64 kDa

A}hygdal‘

11.3 Effets des traitements sur la
formation d’amas insolubles de

protéine tau

Protocole de préparation de la fraction de
tau insoluble

Les tissus cérébraux de souris ayant une
pathologie tau traitées ou non avec les
molécules PEL24-199 et MAGS02-14, ont été
prélevés. Les cellules de ces tissus ont été
broyées afin de Ilibérer leur contenu
notamment leurs protéines. On obtient alors
un homogénat de tissus cérébraux dans lequel
on va quantifier la proportion de protéines tau
insolubles. Pour ce faire, on commence par
réaliser des centrifugations successives des
homogénats  cérébraux. Lors de la
centrifugation, les éléments insolubles, vont
s’accumuler au fond du tube tandis que les
¢léments solubles vont rester dans la partie
supérieure du tube (Fig.14).

c .
du culot 2 lEmIS prméanes plué

dans un I\qmde .;I;bles
Homug_er!al de tissus s.,magf;mxum 2 ‘3

chrébraux Sumageann Culot 1 protéines plus protéines moins Culot 3:

protéines protéines moins - solubles solubles protéines
solubles solubles insolubles

du culot 1 remi

= ___dans un liquide

T Gentitugation

Figure 14 : Principe de la séparation des
protéines solubles et insolubles par centrifu-
gations successives

Les différentes fractions de centrifugations
correspondant aux parties solubles ou
insolubles ont été analysées par Western Blot
(Fig 9,10 et 11) afin d’y rechercher et d’y
quantifier les protéines tau, les protéines tau
phosphorylées et les protéines tau non
phosphorylées.

Résultats

Les résultats ont été exprimés sous forme
de rapport entre la quantité de protéines
présentes dans la fraction insoluble divisée par
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la quantité de protéines détectées dans la
fraction soluble ajoutée a celle mesurée dans
la fraction insoluble. Le traitement avec
MAGS02-14 n’a eu aucun effet sur la
formation d’amas insolubles de protéines tau
phosphorylées dans les tissus cérébraux des
souris atteintes de la pathologie tau. En
revanche, le traitement PEL24-199 a permis
de réduire la formation de ces amas insolubles
de protéines phosphorylées dans les tissus
cérébraux des souris atteintes de la pathologie
tau.

1.4 Effets des traitements sur les
astrocytes

Principes du test

Hippocampe

. anticorps se fixant spécifiquement sur les
anticorps anti-GFAP et émettant de la lumiére

| anticorps se fixant spécifiquement sur la
A )\ protéine GFAP des astrocytes

Les astrocytes sont des cellules gliales qui
ont pour rdle de protéger les neurones. Dans
le cas de la maladie d’Alzheimer, les astro-
cytes sont dysfonctionnels ce qui est marqué
par ’accumulation d’une de leur protéine, la
protéine GFAP. Les hippocampes de souris at-
teintes de la pathologie tau non traitées ou trai-
tées avec MAGS02-14 ou PEL24-199 ont éteé
prélevées. Des coupes ont été faites dans ces
hippocampes et pour rechercher la présence
de GFAP dans ces coupes, des anticorps anti
GFAP ont été utilisés. Ces anticorps ont en-
suite €té mis en évidence par des anticorps
émettant une lumicre. Ainsi si GFAP est présent,
aprés avoir administré les anticorps nous observe-
rons plus de lumiére, marquant un cerveau présen-
tant des astrocytes dysfonctionnels (Fig.15).

Afnygdale

Hypothalamus

Figure 15 : Principe de la mise en évidence de la protéine GFAP dans I’ hippocampe

Résultats

Le traitement avec MAGS02-14 n’a pas
entrainé de changement significatif. En re-
vanche, avec le traitement PEL24-199 il y a
environ deux fois moins de zone avec GFAP
et avec tau phosphorylées que sans traitement.
Ainsi le traitement PEL24-199 permet de ré-
duire la quantité de tau phosphorylée et limite
le dysfonctionnement des astrocytes chez des
souris atteintes de la pathologie tau.

111 Conclusion

Le traitement PEL24-199 a donc permis de
réduire la phosphorylation des protéines tau et
la formation d’amas insolubles de ces
protéines dans les neurones de souris atteintes
de la pathologie tau. Ce traitement a
¢galement  permis de  réduire le
dysfonctionnement des astrocytes. Au final, le
traitement a permis d’améliorer la mémoire a
court terme des souris. Les traitements
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PEL24-199 et MAGS02-14 n’ont pas eu
d’effets au niveau des processus d’autophagie
dans I’organisme des souris. Ainsi PEL24-199
en plus de son action bloquant la B-sécrétase
et donc la pathologie amyloide, a également

une action sur la pathologie tau. Cette étude
ouvre donc la voie vers de nouveau
traitements de la maladie d’Alzheimer
agissant a la fois sur les 2 causes de la maladie
: la pathologie amyloide et la pathologie tau.
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