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I. La Maladie d’Alzheimer 

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative localisée, 

dans un premier temps, dans l’hippocampe, siège de la mémoire, et s’étendant 

progressivement aux autres zones du cerveau. Cette pathologie mène à la 

disparition progressive des capacités d'orientation dans le temps et dans l'espace, de 

reconnaissance des objets et des personnes, d'utilisation du langage, de 

raisonnement, de réflexion... Il s’agit de la forme de démence la plus commune. 

 

A. Découverte 

Le docteur Alois Alzheimer (figure 1) évoque pour la première fois l’observation 

d’une nouvelle forme de démence, lors de la 37ème conférence des psychiatres 

allemands du Sud-Ouest, à Tubingen, le 4 novembre 1906.1 Il s’agit du cas 

d’Auguste Deter (figure 1), une patiente de 51 ans admise à l’hôpital de Frankfort le 

26 Novembre 1901. Elle présentait une déficience cognitive progressive, des 

symptômes focaux liés à des fonctions corticales supérieures, des hallucinations, 

des illusions et une incompétence psychosociale marquée. Par ailleurs, son autopsie 

a révélé une atrophie cérébrale, des changements artérioscléreux, des plaques 

séniles et des enchevêtrements neurofibrillaires. C’est seulement en 1907, un an 

après le décès de sa patiente, le 8 avril 1906, qu’Alzheimer publie ce cas dans 

l’article « Uber eigenartige Erkrankungen der Hirnrinde ».1–3 En 1910, le docteur Emil 

Kraepelin (figure 1) baptise cette maladie en tant que nouvelle pathologie, séparée 

des autres formes de démence, d’après le nom du docteur Alzheimer. Ce dernier 

avait toujours évoqué sa « découverte » comme une forme atypique de psychose 

sénile et non une nouvelle pathologie.1,3 
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Auguste Deter (1902)2 

(16 Mai 1850 – 8 Avril 1906) 

 

Alois Alzheimer §1 

(14 Juin 1864 – 19 Décembre 1915) 

 

Emil Kraepelin (1910)4 

(15 Février 1856 – 7 Octobre 1926) 

Figure 1 : Photographies d'Auguste Deter, première patiente décrite dans la MA, d'Alois 

Alzheimer et d'Emil Kraeplin, premiers médecins ayant décrit cette pathologie. 

 

B. Caractérisation, symptômes et diagnostic 

1. Les différents stades de la MA 

La description des symptômes de la MA évolue au fur et à mesure des 

découvertes scientifiques et technologiques. Décrite sous trois phases dans le début 

des années 1980 (phase précoce d’oubli, phase intermédiaire de confusion et phase 

tardive de démence), le Docteur Reisberg crée en 1982 la « Global Deterioration 

Scale » (GDS) décrivant la MA sous sept stades.5 Puis, en 2010, un nouveau lexique 

de la MA a été proposé par « the International Working Group for New Research 

Criteria for the Diagnosis of AD ».6 Ce nouveau lexique comporte trois phases : 

- La phase préclinique commence plusieurs années, voire plusieurs dizaines 

d’années avant l’apparition de symptômes.7 Elle se compose elle-même de 

trois stades : 

o Le premier stade de cette phase débute avec une amyloïdose cérébrale 

asymptomatique. Les monomères d’Aβ commencent à s’agréger, à 

quitter leur réservoir dans le liquide cérébro-spinal (CSF) et à 

s’accumuler à la surface des neurones et dans les synapses. Ces 

changements ne sont pas détectables par les techniques actuelles. 

o Pendant le deuxième stade, certains biomarqueurs sont détectables, 

tels que l’augmentation de Tau dans le CSF, l’hyperactivation du cortex 
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cingulaire postérieur et l’amincissement cortical.8 Le patient ne 

présente aucun symptôme. 

o Lors du troisième stade, le patient détecte des symptômes subtils et les 

biomarqueurs continuent à augmenter. Les performances du patient 

commencent à diminuer lors des tests cognitifs tels que le MoCA 

(Montreal Cognitive Assessment) ou le MMSE (Mini-Mental Status 

Examination).9  

- La phase de déficit cognitif léger (MCI, Mild Cognitive Impairment) se 

caractérise par la réduction des fonctions cognitives alors que le patient reste 

autonome et un membre actif de la société. Malgré les progrès de la science, 

le diagnostic de cette phase reste subjectif et requiert des tests cliniques 

cognitifs et fonctionnels.10 L’imagerie PET (Positron Emission Tomography) et 

la détection des biomarqueurs permettent néanmoins de différencier la 

pathologie des autres démences.  

- La phase de démence est diagnostiquée lorsqu’au moins deux des domaines 

suivants sont altérés : la faculté à se souvenir de nouvelles informations, le 

raisonnement, la capacité à s’orienter dans l’espace, la fonction linguistique 

ou encore les troubles du comportement ou de la personnalité.11  

La MA ayant un début insidieux et une évolution lente et progressive, cette 

pathologie est difficile à diagnostiquer. Ce diagnostic reste dans le domaine du 

possible et du probable jusqu’à l’autopsie qui en donne la certitude. 

Par ailleurs, certains patients développent la MCI et la démence de la MA sans 

avoir de dépôts amyloïdes, mais beaucoup plus lentement que les patients ayant 

cette caractéristique.12  

 

2. Biomarqueurs 

Un des biomarqueurs directs de la MA est la diminution du niveau d’Aβ dans le 

CSF, reflétant l’augmentation des dépôts Aβ.13 Cette mesure peut également être 

mise en évidence par les images de PET réalisées grâce à différents ligands 

spécifiques,10,11 comme l’augmentation de l’absorption du PiB (Pittsburgh Compound 

B).14 Il existe aussi des biomarqueurs directs de l’accumulation de Tau totale ou 

phosphorylée.10 Néanmoins, comme pour Aβ, l’augmentation de Tau dans le CSF 

n’est pas suffisant pour conclure à la MA. En effet, la phosphorylation de Tau est 
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aussi un marqueur d’autres pathologies telles que les maladies à prion ou le 

traumatisme crânien. Cette augmentation reflète fortement les dommages des 

neurones et des synapses, sans être spécifique à la MA.10 La diminution de Tau 

monomérique dans le liquide interstitiel, mesurable par microdialyse, corrèle avec 

l’agrégation de Tau.15  

D’autres marqueurs sont représentatifs de la dégénérescence neuronale : la 

diminution de l’absorption de FDG (18-fluorodeoxyglucose) en PET dans le cortex 

temporo-pariétal, ainsi qu’une atrophie disproportionnée dans les lobes temporaux 

médian, basal et latéral et dans le cortex pariétal médian ont été observés chez des 

patients MCI.10,11 

La neuroinflammation peut être mesurée via le dosage de YKL-40 dans le CSF 

chez les patients MCI.13 

La combinaison de la diminution d’Aβ et l’augmentation de Tau dans le CSF a 

une sensibilité comprise entre 90 et 95% et une spécificité de plus de 90 % dans le 

diagnostic de la MA.16,17 Cela combiné à la mesure du volume de l’hippocampe, a 

permis une amélioration du diagnostic de la MA.18  

La recherche de biomarqueurs dans le CSF est une technique invasive et ne 

peut pas être utilisée en routine. En outre, de nombreux travaux ont été menés sur la 

recherche de biomarqueurs dans le plasma. Cependant, seule une équipe semble 

avoir trouvé un groupe de dix lipides issus du sang périphérique : entre autres, la 

sérotonine, la phénylalanine, la proline, la lysine, la taurine, la phosphatidylcholine et 

l’acylcarnitine. Toutes ces molécules sont diminuées dans la MA.19  

 

3. Imagerie 

La PET est une imagerie moléculaire permettant aux cliniciens et aux 

chercheurs de situer le stade de la MA avant le décès du patient. Depuis sa première 

démonstration, cette technique a révolutionné l’étude des dépôts amyloïdes.20 Avec 

sa forte sensibilité, elle est capable de détecter des concentrations d’amyloïdes de 

l’ordre du picomolaire. Le traceur PiB a une affinité de l’ordre du nanomolaire avec 

les fibres amyloïdes. Il existe de nombreux traceurs ciblant Aβ. Quant à Tau, le 

traceur le plus utilisé est 11C-PBB3 qui a en plus l’avantage de présenter moins de 

bruit de fond que 11C-PiB.21  
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L’Imagerie par résonnance magnétique (IRM) est un outil très précieux dans le 

diagnostic de la MA et le suivi des patients. L’IRM a une plus haute résolution des 

structures anatomiques et un contraste supérieur à la PET.22  

 

C. Epidémiologie 

La MA est classée comme la 5ème cause de mortalité en France, la 6ème aux 

Etats-Unis et la 7ème dans le monde. La plupart des décès causés par des maladies 

telles que les maladies cardiaques, les AVC (accidents vasculaires cérébraux) et les 

cancers, ont diminué grâce aux progrès de la médecine, alors que les décès causés 

par des pathologies comme la MA continuent de croître.23  

Le nombre de personnes âgées de plus de 65 ans augmente au sein de la 

population mondiale : estimé à 420 millions en 2000, il évoluerait à 1 billion en 

2030.23 L’incidence de la MA augmente de façon approximativement exponentielle 

jusqu’à l’âge de 85 ans.24 Tous les ans, environ 5 à 7 millions de nouveaux cas 

seraient recensés,24–28 ce nombre a été comptabilisé à 9,9 millions en 201529 (figure 

2). Néanmoins, un point de flexion est prévu à cette courbe de progression aux 

alentours des années 2030. En effet, à cette période, les personnes nées pendant le 

« baby-boom » (1946-1964) auront passé 65 ans, âge critique pour la détection de la 

MA.30,31  

La prévalence de la MA serait de 4,4% chez une population européenne de 

plus de 65 ans, en 2006.30 Cependant, le risque de développer la MA tend à 

diminuer dans les pays développés, grâce à la prise de conscience des facteurs de 

risque, l’augmentation du niveau d’éducation et une meilleure hygiène de vie. En 

2015, 58% des patients Alzheimer vivent dans des pays en voie de développement. 

Ce pourcentage est estimé à 36% en 2030 et à 68% en 2050.29 

 

Aussi, des études montrent que les femmes seraient plus susceptibles que les 

hommes de développer la MA. Ce facteur de risque lié au sexe est néanmoins remis 

en question par la différence d’éducation entre hommes et femmes encore présente 

au début XXème siècle. Il en est de même pour les études américaines montrant une 

prévalence à la MA plus forte chez les afro-américains et les hispaniques par rapport 

aux caucasiens. En effet, il existe des inégalités sociales non-négligeables entre les 
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personnes d’ethnies différentes aux Etats-Unis : entre autres, l’accès à l’éducation et 

aux soins médicaux, ainsi que les conditions de vie.31 En outre, il existe aussi un 

« biais de survie » entre les hommes et les femmes. En effet, les hommes ayant une 

espérance de vie plus faible que les femmes, seuls ceux étant en meilleure santé 

sont encore vivant à des âges avancés. Ces hommes présenteraient donc moins de 

risque de développer la MA.31  

Par ailleurs, la MA coûte cher à la société : dans le monde, elle a coûté 818 

billions de dollars en 2015 et ce montant est estimé à 1 trillion pour 2018.29 Cela fait 

donc de cette pathologie un enjeu sociétal majeur.  

 

 

Figure 2 : Estimation du nombre de patients vivant avec une démence à travers le monde en 

2015, et prévision pour les années 2030 et 2050. (Infographie issue de §2) 

 

D. Etiologie et mécanismes 

1. Les facteurs de risque et de protection 

Deux formes se distinguent dans la MA :  

- La forme autosomique dominante, aussi appelée forme familiale (FAD) ou 

« early-onset Alzheimer’s disease (EOAD) ». 

- La forme sporadique (SAD), aussi appelée « late-onset AD (LOAD) ». 
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Trois gènes ont été identifiés dans la transmission autosomique dominante de 

la MA, causée par des mutations faux-sens. Ces gènes sont ceux codant la 

préséniline 1 (PS1) située sur le chromosome 14, la préséniline 2 (PS2) sur le 

chromosome 1 et APP sur le chromosome 21.32,33 Il existe 32 mutations d’APP, 179 

de PS1 et 14 de PS2 pouvant causer la forme familiale de la MA.34 

La forme sporadique est, quant à elle, multifactorielle. Nous parlons donc de 

facteurs de risques pouvant aggraver ou accélérer l’évolution de la pathologie. 

 

a. Facteurs de risques 

De nombreux facteurs de risque ont été mis en évidence dans le 

développement de la MA, l’âge étant le facteur prépondérant. 

Un tiers des cas de la MA serait la conséquence de l’un de ces sept facteurs de 

risque modifiables : diabète, hypertension artérielle, obésité, tabagisme, dépression, 

inactivité cognitive, faible niveau de scolarité.35,36 En effet, l’obésité est largement 

associée à l’augmentation des risques d’hypertension, d’AVC, d’inflammation et de 

troubles métaboliques tels que les diabètes.37–39 Le diabète de type 2 étant lui-même 

corrélé au risque de développer la MA et à la neurodégénérescence.40,41 La 

résistance à l’insuline serait associée à la réduction du taux métabolique du glucose 

lors des premiers stades de la MA, augmentant ainsi la production de peptides 

amyloïdes.42 Les régimes riches en sucres et en graisses saturées auraient 

également des effets néfastes sur la cognition.43 Aussi, le stress aurait des effets 

nocif sur la MA, comme pour de nombreuses autres pathologies chroniques,44,45 

probablement via son lien avec le système immunitaire.46 En outre, la carence en 

vitamine D serait un facteur de risque important pour la MA.47 En effet, cette 

déficience en vitamine D limiterait la stimulation des macrophages pour nettoyer les 

plaques amyloïdes. Il y aurait donc moins de protection contre la cytotoxicité induite 

par les amyloïdes, ainsi que le déclin de la fonction cérébrovasculaire.48 

Par ailleurs, de nombreux autres facteurs environnementaux sont considérés 

comme des facteurs de risque de la MA. Parmi ceux-ci, les métaux toxiques, tels que 

l’aluminium et le sélénium, les pesticides tels que le fipronil, les polluants industriels 

et commerciaux tels que le bisphénol A, les phtalates et le silicone, les 

antimicrobiens tels que les parabènes, les polluants aériens.49 Les pesticides sont 

des facteurs environnementaux ayant une influence sur le développement de 
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nombreuses pathologies, dont la MA. En effet, plusieurs études ont montré que les 

personnes exposées à ces produits ont 1,4 à 2,4 fois plus de risques de développer 

la MA que des personnes exposées à aucun pesticides.50–53 Les pesticides sont 

responsable de divers mécanismes de toxicité dans la cellule. La neurotoxicité est le 

mécanisme le plus fréquent, juste après la cancérogénicité.54 Trois pathologies ont 

particulièrement été reliées à l’incidence des pesticides : la MA, la maladie de 

Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique. Cela pourrait s’expliquer par le 

principal mécanisme de toxicité des insecticides, ciblant des composants du système 

nerveux.55,56 Parmi les insecticides, le fipronil, un phenylpyrazole neurologique, serait 

responsable de l’altération des voies locomotrices de la colonne vertébrale et 

provoquerait une neurodégénérescence chez le poisson-zèbre.57 Il occasionnerait 

des effets légers et temporaires sur la santé, notamment des symptômes 

neurologiques chez l’humain,58 mais pourrait aussi être responsable de remodelages 

des neurotransmissions GABAergiques,59 suggérant alors qu’une exposition longue 

au fipronil serait un facteur de prédisposition à la MA.49  

 

Des facteurs de risques génétiques ont aussi été soulignés lors de plusieurs 

travaux, notamment au cours d’études de large association du génome (GWAS, 

Genome Wide Association Studies). Ces recherches ont permis l’indentification 

d’une vingtaine de loci associés à la MA.23 Depuis quelques années, 9 loci ont été 

significativement associés à la MA : ABCA7, APOE, BIN1, CLU, CR1, CD2AP, 

EPHA1, MS4A6A-MS4A4E et PICALM. Puis, une GWAS publiée en 2013 montre 

une association de 11 loci supplémentaires : CASS4, CELF1, FERMT2, HLA-DRB5–

DRB1, INPP5D, MEF2C, NME8, PTK2B, SLC24A4, SORL1 et ZCWPW1.60  

L’allèle APOEε4 (Apolipoprotein E) est le plus grand facteur de risque 

génétique de la MA60, particulièrement en comparaison avec APOEε3.23 APOE 

jouerait un rôle dans le métabolisme et le dégagement des amyloïdes.61 Plusieurs 

GWAS ont associé APOE à TOMM40 (Translocase of Outer Mitochondrial 

Mambrane 40 homolog) et à APOC1.23 Le gène CLU, en particulier l’allèle CLU-C, a 

été identifié par plusieurs GWAS comme facteur de risque dans la MA.62 SORL1, 

CASS4 et INPP5D sont impliqués dans la voie métabolique d’APP, et CASS4 et 

FERMT2 dans celle de Tau. Les loci HLA-DRB5-DRB1, INPP5D et MEF2C ont un 

rôle dans les fonctions immunitaires et inflammatoires, et SORL1 dans le transport 

lipidique et l’endocytose. FERMT2 est aussi un important médiateur de 
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l’angiogenèse. PTK2B serait un intermédiaire entre les neurotransmetteurs 

augmentant le flux de calcium et les signaux régulant l’activité neuronale, tels que la 

signalisation des MAPK. SLC24A4 est lié au développement de l’iris et aux variations 

de couleur de la peau et des cheveux. Ce gène serait aussi impliqué dans le 

développement neural. ZCWPW1 module la régulation épigénétique et CELF1 régule 

l’épissage alternatif des pre-ARNm, tandis que NME8 est responsable de la 

dyskinésie ciliaire primitive de type 6.  

CD33, une protéine transmembranaire impliquée dans l’immunité innée, a été 

identifiée comme facteur de risque lors d’une GWAS.63,64 Une autre étude a montré 

que cette protéine inhibe l’absorption et le dégagement d’Aβ par les cellules 

microgliales in vitro et in vivo.65 TREM2 (Triggering receptor expressed on myeloid 

cells 2) est associé à la forme récessive de l’EOAD,66 notamment le variant R47H qui 

augmente significativement le risque de développer la MA en interférant avec le rôle 

anti-inflammatoire de la protéine dans le cerveau.67 STEP (Striatal-enriched 

phosphatase) régule l’internalisation de NMDA et de ses ligands, incluant Aβ.68 

L’hyperphosphorylation de Tau est promue par la neuroinflammation. Les individus 

déficients en CX3CR1 (microglial specific fractalkine receptor) seraient plus 

susceptibles d’avoir une hyperphosphorylation de Tau.69 

L’autophagie est un mécanisme essentiel permettant la suppression des 

peptides s’agrégeant dans la cellule, particulièrement des peptides Aβ. PS1, une 

sous-unité de la γ-sécrétase, est indispensable pour la protéolyse dépendante du 

lysozyme, impliquée dans l’autophagie.70 Cependant, les inhibiteurs de γ-sécrétase 

n’impactent pas l’autophagie, le rôle de PS1 dans l’autophagie est donc indépendant 

de son rôle dans le complexe de la γ-sécrétase.71  

L’acétylation des histones déstabilise leur affinité électrostatique avec l’ADN. 

Cela permet un meilleur accès à la chromatine pour la transcription. Il s’agit d’un 

processus épigénétique critique pour l’apprentissage et la mémoire. Des travaux ont 

montré la présence d’histones phosphorylées72 et déacétylées, par (HDAC)-2,73 dans 

les cerveaux de patients Alzheimer ou de modèles animaux, respectivement.  

 

b. Facteurs protecteurs 

Bien que la plupart des études démontrent que l’exercice physique régulier a un 

effet bénéfique sur le cerveau, notamment lorsque cet effort est combiné à des 
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taches cognitives, certaines d’entre elles ne démontrent en revanche aucun effet 

significatif.74–76 Marcher, par exemple, augmenterait le volume de matière grise, ce 

qui est un facteur protecteur contre le déficit cognitif.77,78 Un autre exemple : un 

entrainement régulier d’exercices d’aérobie pourrait inverser la perte du volume de 

l’hippocampe et donc améliorer les fonctions cognitives et retarder son déclin.79 

L’alimentation aurait également un rôle : les fruits de mer80 et le régime crétois (riche 

en fruits, légumes, légumineuses, céréales, herbes aromatiques et huile d’olive),81 

seraient protecteurs. Les activités exigeantes sur le plan mental auraient aussi un 

effet défensif : l'excès de connexions dendritiques fournirait une réserve, de sorte 

que la fonction exécutive serait toujours conservée avec l'atrophie cérébrale 

croissante.82  

D’un point de vu génétique, la mutation A673T d’APP adjacente au clivage de 

BACE1 réduirait la formation de peptides Aβ de 40%, protégeant ainsi contre la MA 

et les déficits cognitifs liés à l’âge.83 Aussi, comme évoqué précédemment, l’allèle 

APOEε3 serait protecteur par rapport à l’allèle APOEε4.23 

Il a été observé, aussi bien chez les souris que chez les humains, que l'exercice 

et la stimulation intellectuelle réduisent la production de peptides Aβ en stimulant les 

processus synaptiques et les facteurs de croissance. Cette réduction est corrélée 

avec une diminution de la perte de mémoire.84–86 

 

2. La protéine précurseur de l’amyloïde (APP) 

L’APP est une protéine transmembranaire de type 1 (intégrale) qui est à la fois 

impliquée dans les trafics cellulaires de sécrétion et d’endocytose.87  

 

a. Synthèse d’APP 

Chez l’Homme, le gène codant APP est localisé sur le chromosome 21 et peut 

générer 11 isoformes selon l’épissage alternatif de son ARNm (305, 639, 677, 695, 

696, 714,733, 746, 751,752 et 770 acides aminés).88,89 L’isoforme majoritaire dans 

les neurones est APP 695 tandis qu’APP 751 et APP 770 sont exprimées dans les 

cellules gliales.88  

La différence principale entre les isoformes d’APP est l’absence (APP 695) ou 

la présence (APP 751 et 770) du domaine KPI (Kunitz protease inhibitor) situé du 
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côté N-terminal de la protéine (figure 3). Il existe également un set de protéines 

appelées APLP ayant une structure similaire aux APP, incluant le domaine KPI mais 

ne comprenant pas la séquence Aβ.33 

La majorité d’APP circule dans le réticulum endoplasmique (RE) tandis que 

seulement 10% arrivent à la membrane plasmique.87 

 

 

Figure 3 : Représentation schématique de l’APP. (Schéma issu de 33) 

 

b. Voie métabolique d’APP (processing) 

Après sa synthèse, le devenir d’APP se divise en deux voies (figure 4) : 

- La voie non-amyloïdogénique débute par le clivage d’APP par l’α-sécrétase, 

au niveau de l’acide aminé 687 dans le cas d’APP 770, produisant ainsi un 

fragment soluble α « sAPPα », libéré dans le milieu extracellulaire, et un 

fragment C-terminal, de 83 acides aminés, « CTF83 », rattaché à la 

membrane. Le peptide CTF83 est ensuite clivé par la γ-sécrétase libérant 

alors un petit fragment de 3 kDa « p3 » dans le milieu extracellulaire et le 

domaine intracellulaire d’APP « AICD » dans le cytoplasme.33,87 

- La voie amyloïdogénique commence par le clivage d’APP par la β-sécrétase, 

au niveau de l’acide aminé 671 dans le cas d’APP 770, produisant ainsi un 

fragment soluble β « sAPPβ », libéré dans le milieu extracellulaire, et un 

fragment C-terminal, de 99 acides aminés, « CTF99 », rattaché à la 
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membrane. Le peptide CTF99 est ensuite clivé par la γ-sécrétase libérant 

alors le peptide Aβ de 4 kDa dans le milieu extracellulaire et le domaine 

intracellulaire d’APP « AICD » dans le cytoplasme. 33,87 La β-sécrétase génère 

donc le côté N-terminal d’Aβ et la γ-sécrétase son côté C-terminal. Ce clivage 

est hétérogène et produit plusieurs formes d’Aβ dont la plus commune est 

Aβ40. La forme Aβ42, plus longue et plus hydrophobe, est plus enclin qu’Aβ40 à 

former des fibrilles.33 

 

 

Figure 4 : Voies métaboliques d’APP. (Schéma inspiré de 87) 

 

L’endroit du processing d’APP n’est toujours pas clair : différents travaux 

rapportent un processing au niveau de la membrane plasmique, du réticulum 

endoplasmique, du réseau trans-Golgi, des vésicules d’endosomes, de la 

mitochondrie ou encore des radeaux lipidiques.87 
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α-sécrétase 

Seule une faible quantité d’APP est clivée par la β-sécrétase, elle est 

majoritairement clivée par l’α-sécrétase, dont l’activité est inductible par la protéine 

kinase C (PKC).33 Le clivage initial d’APP par l’α-sécrétase se produit entre la lysine 

16 et la leucine 17 de la séquence d’Aβ. Cette action est suivie par le clivage sélectif 

de la lysine 16 par une carboxypeptidase.90 

L’α-sécrétase est une métalloprotéinase de zinc liée à la membrane. Elle se 

compose des membres ADAM9, ADAM10 (aussi appelée MADM pour « Mammalian 

Desintegrin-Metalloproteinase »91), ADAM19 ou ADAM17 (aussi appelé TACE pour 

« Tumor Necrosis Factor Converting Enzyme ») de la famille ADAM (A Disintegrin 

And Metalloprotease).87 Les ADAM sont des protéines membranaires de type 1 de la 

famille des metzincin et requièrent un ion zinc pour leur activité protéolytique.92 

ADAM10 est la forme dominante dans les neurones.87 Elle mesure environ 750 

acides aminés et se compose des domaines classiquement retrouvés chez les 

autres membres de la famille ADAM (figure 5) à l’exception de l’EGF (epidermal 

growth factor-like domain), absent d’ADAM10.93 

 

 

Figure 5 : Structure d'une ADAM typique. Ce sont des protéines membranaires intégrées de type 1 

avec une structure multi-domaine consistant en : (1) un peptide signal N-terminal ; (2) un pro-domaine 

contenant un commutateur de cystéine (SH) suivi d'un site de clivage (RVKR2R) pour la sérine 

protéase furine ; (3) un domaine catalytique contenant le motif de liaison au zinc HEXGHXXGXXHD et 

un motif structural « methionine turn » dans le site de l’hélice active ; (4) un domaine riche en cystéine 

/ désintégrine / EGF ; (5) un domaine transmembranaire hydrophobe (TM) ; et (6) un domaine 

cytoplasmique riche en proline et contenant parfois des sites potentiels de phosphorylation et des 

sites de liaison SH3. (Schéma issu de 94) 

 

L’α-sécrétase est la principale enzyme d’excrétion (ou « sheddase ») pour les 

protéines membranaires et est impliquée dans différents mécanismes physiologiques 
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et pathologiques, tels que le développement embryonnaire, l’adhésion cellulaire, la 

transduction du signal, le système immunitaire et la MA.  

 

β-sécrétase 

La β-sécrétase, aussi connue sous les noms de BACE1, memapsin et Asp2,95–

99 est une protéase de 501 acides aminés, indispensable à la génération des 

peptides Aβ (figure 6). Elle est exprimée dans la majorité des types cellulaires,100 

avec une plus haute activité dans les tissus neuronaux.101 Le fait que la β-sécrétase 

ne clive que des substrats liés à la membrane suggère que l’enzyme est elle-même 

liée à la membrane ou associée à une protéine membranaire.102 Par ailleurs, son 

activité est optimale dans un milieu au pH acide,87,103–106 ce qui suggère que la β-

sécrétase a son site d’action dans la lumière des compartiments intracellulaires 

acides tels que le réseau trans-Golgi et les endosomes.107,108 

Le clivage par la β-sécrétase est hautement spécifique et a principalement lieu 

au niveau de l’Asp+1 de l’Aβ.109 Néanmoins, quelques espèces mineures d’Aβ 

commencent à Ile-6, Val-3 ou Glu+11.100 Notons cependant que des travaux 

suggèrent que les peptides clivés à Ile-6 et Val-3 peuvent aussi être générés par une 

autre protéase.110 Par ailleurs, une faible augmentation de l’expression de BACE1 

résulte en une nette augmentation de la production d’Aβ, et l’activité de BACE1 

augmente avec l’âge.111 

 

 

Figure 6 : Structure de BACE1. Il s’agit d’une protéine transmembranaire de type 1 composée de 

cinq domaines majeurs111 : (1) un peptide signal situé du côté N-terminal et (2) un pro-domaine 

éliminés après la traduction, ainsi la protéine mature démarre à la Glu46 ; (3) un domaine catalytique 

comprenant deux motifs aspartiques (DTGS et DSGT) indispensables à son activité ; (4) un domaine 

transmembranaire ; et (5) une queue cytoplasmique palmitylée. 

 

En outre, les sécrétases α et β sont en compétition pour le clivage d’APP. Le 

clivage par l’α-sécrétase se déroule au niveau de la membrane plasmique mais peut 
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aussi avoir lieu dans le réseau trans-Golgi.112,113 Celui de la β-sécrétase est 

principalement réalisé dans les endosomes, et en petite quantité dans le réseau 

trans-Golgi.97,107 Cette compétition entre les deux sécrétases peut s’expliquer dans le 

cas d’une surexpression de BACE1, qui cliverait alors APP dans les premiers 

compartiments de la voie sécrétoire. Aussi, chez les mutants « Swedish APP », APP 

semble avoir plus d’affinité pour la β-sécrétase qui clive la protéine avant qu’elle ne 

rencontre l’α-sécrétase.93 

 

γ-sécrétase 

Le terme « γ-sécrétase » a été utilisé pour la première fois en 1993 pour décrire 

l’activité protéolytique de clivage d’APP.114 Il s’agit d’une aspartyl-protéase 

composée de quatre sous-unités (figure 7) : un domaine catalytique, préséniline, 

formé par PS1 ou PS2 (Presenilin 1 ou Presenilin 2) ; un récepteur de substrat, 

nicastrine ; un stabilisateur, APH-1 (Anterior Pharynx Defective) ; et un pivot, PEN2 

(Presenilin Enhancer-2). Les deux protéines homologues PS1, codée sur le 

chromosome 14q24.3, et PS2, sur le chromosome 1q42.2, partagent 67% 

d’identité.114,115 Elles sont synthétisées comme précurseurs protéiques de 50 kDa 

contenant neuf domaines transmembranaires,114,116,117 puis clivées en un fragment 

N-terminal de 30 kDa et un fragment C-terminal de 20 kDa pendant leur phase de 

maturation.118 PS1 et PS2 font partie des protéines de clivage intermembranaires, 

aussi appelées « i-clip ». Elles sont cependant à part dans leur famille : pour avoir 

une activité optimale, elles ont besoin de trois autres sous-unités protéiques. La 

nicastrine est une protéine membranaire intégrale de type 1 mesurant 130 kDa.103 

L’Aph-1 est une protéine de 30 kDa possédant 7 domaines transmembranaires. Et 

Pen-2 une protéine « hairpinlike » de 12 kDa possédant 2 domaines 

transmembranaires.119 Les quatre protéines sont nécessaires et suffisantes pour le 

processing d’APP par la γ-sécrétase. Etant donné qu’il y a deux gènes codant la 

préséniline et deux gènes codant Aph-1, et que chacun de ces gènes est soumis à 

l’épissage alternatif, il existe de nombreuses combinaisons possibles formant le 

complexe de la γ-sécrétase.114  

La grande majorité de la γ-sécrétase est présente à 95% entre le réticulum 

endoplasmique et le Golgi, alors qu’une faible portion de 5% réside à la membrane 

plasmique et dans les compartiments des endosomes.115 La nicastrine et Aph-1 
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forment un premier sous-complexe dans le réticulum endoplasmique,120 qui interagit 

par la suite avec le second sous-complexe formé par PS et Pen-2.121 Aph-1 

interagirait également avec la région C-terminale de PS.122 La purification de la γ-

sécrétase montre la présence d’une poche intérieure cylindrique d’une longueur 

comprise entre 20 et 40 Å correspondant au site protéolytique. 

Les présénilines auraient également un rôle dans le transport cellulaire et 

agiraient aussi en tant que canaux à calcium.114 

 

 

Figure 7 : Sous-unités du complexe de la γ-sécrétase et leurs topologies membranaires. La 

préséniline est séparée en deux fragments lors de la maturation du complexe, un fragment amino-

terminal (NTF) et un fragment carboxy-terminal (CTF). Les deux résidus d'acide aspartique 

catalytiques transmembranaires, un dans le NTF et un dans le CTF sont indiqués par D. La nicastrine 

possède un grand domaine extracellulaire fortement glycosylé et strictement replié pendant la 

maturation. Les autres sous-unités sont APH-1 et PEN-2 (Schéma issu de 114). 

 

Le clivage d’APP par la γ-sécrétase s’effectue à trois sites différents, séparés 

de trois acides aminés : ε, γ et ζ.87 Le CTF99 d’APP est clivé, par la γ-sécrétase, 

dans son domaine transmembranaire. Ce clivage s’effectue d’abord au site ε situé à 

l'interface intracellulaire, générant deux AICD différents de 50 ou 51 acides aminés. 

La γ-sécrétase divise ensuite ce domaine transmembranaire, au niveau de sites ε, à 

chaque tour d’hélice α (correspondant à 3-4 acides aminés), libérant ainsi plusieurs 

longueurs de peptides Aβ. Les peptides β se forment donc selon deux lignes de 

production à partir du premier clivage : la voie AICD51/Aβ48 (Aβ48 → Aβ45 → Aβ42 

→ Aβ38) et la voie AICD50/Aβ49 (Aβ49 → Aβ46 → Aβ43 → Aβ40).123 
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c. Dégradation des peptides Aβ 

La production de peptides Aβ est normalement contrebalancée par différents 

processus, tels que la dégradation protéolytique, la clairance médiée par la cellule, le 

transport actif en dehors du cerveau et la déposition en agrégats insolubles. La 

dégradation protéolytique jouerait un rôle particulièrement important sur le niveau de 

peptides Aβ cérébral. Par extension, ce mécanisme serait important dans les 

pathologies associées au peptide Aβ. Ainsi, les protéases de dégradation d’Aβ, à 

savoir, la neprilysine, les « endothelin converting enzymes », l’enzyme de 

dégradation de l’insuline, la plasmine et d’autres enzymes, jouerait un rôle important 

dans la MA.124  

La neprilysine (NEP) est la peptidase d’Aβ la plus efficace. Il s’agit d’une 

métallo-endopeptidase dépendante du zinc de 93 kDa. Elle est classée dans les 

glycoprotéines membranaires de type 2. Son site actif se situe dans l’espace 

extracellulaire ou intra-luminal. Elle est également retrouvée au début du Golgi, dans 

le réticulum endoplasmique ainsi que dans les autres compartiments 

subcellulaires.124   

L’enzyme de dégradation de l’insuline (IDE) est une métallo-endopeptidase 

dépendante du zinc de 110 kDa. Certaines études la considèrent comme la 

peptidase majeure d’Aβ. De plus, elle affecterait également ce peptide de manière 

indirecte. En effet, elle affecterait les niveaux d’AICD, qui seraient impliqués dans la 

régulation transcriptionnelle d’APP125 et dans l’expression de NEP.126,127  

Les « endothelin converting enzymes » 1 et 2 (ECE1 et ECE2) sont des 

métalloprotéinases dépendantes du zinc et liées à la membrane, de la même famille 

que NEP (famille M13).124 

La plasmine est une sérine-protéase ayant la capacité de dégrader et de 

réduire la toxicité des monomères ainsi que des fibrilles d’Aβ.128–131  

D’autres enzymes telles que les métalloprotéases de matrice MMP2 et MMP9, 

l’« angiotensin-converting enzyme », une métalloprotéase, et  la cathepsine D, une 

aspartyl-protéase, pourraient jouer un rôle dans la dégradation des peptides Aβ.124 

 

d. Toxicité des peptides Aβ 

Le peptide Aβ a été découvert en 1984 et identifié comme le principal 

composant des dépôts amyloïdes. Glenner et Wong ont purifié la protéine à partir de 
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cerveaux de patients atteints de démence et ont émis l’hypothèse de la cascade 

amyloïde dans le début des années 1990.132,133 Certains peptides Aβ, notamment les 

formes longues, seraient les composés les plus pathogènes de la MA.23 Il est issu du 

clivage de la protéine APP exprimée dans les cellules gliales, endothéliales, 

épithéliales et du foie. Le rôle de cette protéine n’est pas encore clair, mais il 

semblerait qu’elle agisse sur la prolifération et l’adhésion cellulaire, la régulation 

intracellulaire du calcium, l’homéostasie des ions métalliques et la liaison au 

cholestérol.134–137 

Les peptides Aβ sont sécrétés dans le liquide interstitiel (ISF).138 Chez les 

personnes saines, l’excès de peptides Aβ est dégradé par plusieurs enzymes, mais 

chez les patients Alzheimer, ces peptides ont une mauvaise conformation, 

s’agrègent et deviennent neurotoxiques.139 Souvent, les domaines d’hélice α 

deviennent des feuillets β à cause d’une mauvaise conformation, résultant ainsi en 

une agrégation et une toxicité des peptides amyloïdes. Ce processus de mauvaise 

conformation, l’amyloïdose,140 est présente dans une cinquantaine de pathologies 

différentes, dont la MA.141 Les peptides Aβ se retrouvent sous différentes structures 

moléculaires : monomères, fibrilles et oligomères insolubles. La forme la plus 

présente dans les cerveaux de patients Alzheimer sont les fibrilles,142 mais la plus 

toxique semble être les oligomères intermédiaires.143 En effet, des études ont montré 

que les formes Aβ oligomériques sont plus toxiques que les fibrilles et sont 

responsables de l’effondrement synaptique et de la perte de l’épine dendritique. Les 

peptides Aβ peuvent s’agréger sous différentes formes : les trimères sont 3 fois plus 

toxiques que les monomères et les tétramères le sont 13 fois plus. La puissance de 

toxicité des structures de peptides Aβ est donc la suivante : tétramères > trimères > 

dimères > fibrilles > monomères.144 

Lorsque le peptide Aβ possède deux cystéines, les agrégats sont 50 fois plus 

toxiques, cette mutation leur donne de la stabilité.145 La structure des fibrilles d’Aβ 

peut différer entre les patients Alzheimer ayant une histoire clinique différente. Lu et 

al. suggèrent que la MA pourrait se propager à partir d’un seul site initial dans le 

cerveau, qui serait en amont de la cascade amyloïde.142  

 

Le clivage anormal d’Aβ déplace le ratio de peptides Aβ40, isoforme la plus 

abondante, vers la forme Aβ42, isoforme la plus toxique. Aussi, le ratio Aβ42/Aβ40 

est plus élevé chez les patients Alzheimer que chez les personnes saines. Aβ43 est 
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plus toxique que Aβ42.146 Le peptide Aβ43 est ensuite clivé en Aβ40 alors que Aβ42 

est indépendamment clivé à partir de Aβ48.147  

 

La neurotoxicité des amyloïdes peut être causée par de nombreux facteurs, tels 

que les réactions inflammatoires avec la membrane cellulaire,148 le stress oxydatif 

causé par les dérivés réactifs de l’oxygène149 ou par la coordination Aβ-métal,150–154 

la compétitivité de liaison avec les récepteurs membranaires,155 la formation de 

canaux ioniques,143,156 la perméabilité et l’amincissement de la membrane 

cellulaire,157,158 la surexcitation du récepteur NMDA159 et la modification de la 

structure de l’ADN via l’interaction avec les peptides Aβ.160 De plus, il a récemment 

été montré, une possible interaction entre Aβ et la mitochondrie : certaines formes 

d’Aβ réduiraient l’activité enzymatique du complexe IV de la chaîne respiratoire, 

diminuant ainsi la consommation en oxygène, le métabolisme du glucose dans le 

cerveau et la quantité d’ATP.161 Les interactions entre les peptides Aβ et les cellules 

mèneraient, néanmoins, à des propriétés bactéricides.162 

Par ailleurs, la relation entre les peptides amyloïdes et les prions ont été très 

étudiées ces dernières années. En effet, Aβ présente plusieurs propriétés 

ressemblant aux prions, notamment la tendance à une mauvaise conformation et à 

se transmettre entre les humains via la dure-mère d’un donneur au receveur ou via 

les instruments chirurgicaux. Ces peptides resteraient cependant non 

infectieux.163,164  

 

3. La protéine Tau 

La protéine Tau a été découverte en 1975 lors de travaux sur l’assemblage des 

microtubules.165,166 Chez l’humain, son gène MAPT (Microtubule-Associated Protein-

Tau) est situé sur le chromosome 17 et occupe une région de 100 kb comprenant 16 

exons. La protéine est principalement localisée dans le cerveau et 6 isoformes ont 

été détectées dans le système nerveux central. Ces six isoformes peuvent être 

classées en deux groupes : celui dont la protéine comprend trois répétitions (3R) et 

celui avec quatre répétitions (4R, Figure 8). 

Tau est abondamment et principalement présente dans les axones des 

neurones167 et elle adopterait une structure ressemblant à un trombone.168 Sa 

première fonction est de promouvoir l’assemblage et la stabilité des microtubules en 
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formant des structures appariées hélicoïdales, permettant ainsi le transport cellulaire 

de macromolécules.169 Tau est facilement phosphorylée, ce qui permet sa mobilité à 

travers le neurone. Quand Tau est phosphorylée au niveau des régions riches en 

proline, la protéine est adressée aux compartiments somatodendritiques. Lorsque 

qu’elle est phosphorylée dans sa région C-terminale, elle est localisée dans la partie 

distale des axones.170–172 Les sites de phosphorylation de Tau peuvent être classés 

en 2 groupes : ceux modifiés par des sérine/thréonine kinase dirigées vers des 

prolines (telles que CDK5, GSK3, MAPK, JNK) et ceux modifiés par des kinases non 

dirigées vers des prolines (telles que MARK, PKA, PKC, CaMKII).169,172–175 La 

protéine Tau possède 79 sites potentiels de phosphorylation. Dans les conditions 

normales, Tau est active avec environ 30 sites phosphorylés.176 Cependant, 

lorsqu’elle est hyperphosphorylée, elle devient insoluble, tend à s’agréger et perd 

son affinité pour les microtubules. 

 

 

Figure 8 : La protéine Tau humaine est présente sous 6 isoformes dans le cerveau. L'absence 

des exons 2 et 3 (E2, E3) à l’extrémité N-terminale de tau est caractéristique des isoformes 0N, la 

présence d'E2 des isoformes 1N et celle de E2 et E3 des isoformes 2N. La présence ou l'absence de 

répétitions R1-R4 dans le domaine de liaison aux microtubules distingue les isoformes 3R ou 4R. La 

plupart des sites de phosphorylation se trouvent dans le domaine riche en proline, présent dans les 

six isoformes. (Figure issue de 34) 
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La protéine Tau est impliquée dans la MA, mais également dans de 

nombreuses autres maladies, telles que l’encéphalopathie traumatique chronique, la 

paralysie supranucléaire progressive, la dégénérescence corticobasale, la maladie 

des grains argyrophiles, la démence fronto-temporale et le parkinsonisme lié au 

chromosome 17. Ces pathologies sont dues à des inclusion de Tau dans les 

neurones,177 parfois dans la glie,178 ou plus rarement dans l’espace intracellulaire.167 

Certains patients présentent des agrégats de Tau dans le cerveau sans pour autant 

montrer de déficit cognitif, on parle alors de tauopathie primaire liée à l'âge.179 Les 

mutations dans le gène MAPT sont responsables de la mauvaise conformation de 

Tau et mènent à la démence fronto-temporale, aussi appelée maladie de Pick, 

différente de la MA par son absence de plaque Aβ.178 Tout comme pour Aβ, la voie 

pathologique de Tau passe par de nombreux intermédiaires avant d’arriver à leur 

structure finale sous forme de PHF (Paired Helical Filament)180 ou de NFT 

(Neurofibrillary Tangles).167 Les formes intermédiaires des agrégats de Tau causent 

une cytotoxicité et une déficience cognitive,181–183 et la formation, en grande quantité, 

de NFT est associée au stress oxydatif.184,185  

 

Contrairement aux lésions d’Aβ qui commencent dans le néocortex et se 

diffusent dans l’hippocampe, les lésions de Tau apparaissent, en premier lieu, dans 

le locus cœruleus et dans le cortex entorhinal avant de s’étendre dans l’hippocampe 

et le néocortex.178 Les symptômes de la MA sont généralement visibles lorsque les 

inclusions de Tau et les dépôts Aβ sont tous deux retrouvés dans le néocortex.186 

Tout comme pour Aβ, quelques agrégats de Tau peuvent promouvoir leur agrégation 

à plus grande échelle dans les neurones.187 Il a aussi été montré que l’agrégation de 

Tau se propage de neurone en neurone le long du circuit neuronal, commençant 

dans le cortex entorhinal.188 Il semblerait que l’agrégation de Tau entraîne 

l’accélération de son acétylation,189 alors que son hyperphosphorylation entraîne 

sont agrégation190 quoique insuffisante à elle seule.178  

La toxicité et le rôle de Tau dans la MA semblent liés à sa relation avec Aβ. De 

nombreux mécanismes de toxicité ont été mis en évidence, tels que l’altération de la 

stabilité des microtubules,191 la régulation de l’activité neuronale159 et l’interaction de 

Tau avec Fyn.161 Il semblerait que, comme pour Aβ, les structures oligomériques de 

Tau soient les plus toxiques192–194 alors que les NFT seraient inertes. Tau est 

principalement trouvée dans les axones et semble avoir une fonction dans les 



Morgane Cam   –   Thèse de doctorat (2014 – 2017) 

34 | 248 

dendrites. La perturbation de Tau mènerait alors à une dysfonction dendritique.195 Il a 

été montré que seule la forme pro-agrégée de Tau cause la perte synaptique et 

l’hyperphosphorylation196 et que cette perte synaptique causée par la toxicité de Tau 

serait réversible. Par ailleurs, l’interaction avec Tau est nécessaire pour la toxicité 

d’Aβ.159,161,197–199 En absence de Tau, les neurones sont protégés de la toxicité 

d’Aβ.191 Cela pose donc la question de la place de Tau dans la cascade amyloïde. 

Roberson et al. suggèrent que l’absence de Tau n’est pas neuroprotectrice mais 

détériore le mécanisme liant Aβ et Fyn.159,161 Une autre hypothèse est que Tau 

hyperphosphorylée a une grande affinité pour Fyn, sensibilisant ainsi les récepteurs 

NMDA et les rendant plus sensibles à la toxicité d’Aβ.142 D’autres travaux suggèrent 

que l’interaction entre Tau et Aβ réduit la formation de fibrilles, résultant ainsi à une 

plus grande quantité d’agrégats oligomériques et donc plus toxiques.200 

En outre, contrairement aux mutations d’APP, celles de MAPT ne sont pas 

responsables de l’EOAD. Mais les patients présentant des plaques Aβ sans NFT, ne 

semblent pas développer la MA.178,201  

 

E. Traitements 

A ce jour, il n’existe aucun traitement permettant de guérir ou de stopper 

l’évolution de la MA. Cependant quelques médicaments permettent de ralentir son 

évolution. 

 

1. Traitements commercialisés 

L’acétylcholine est l’un des plus importants neuromédiateurs au niveau des 

régions impliquées dans la mémorisation. Dans le cas de la MA, une diminution des 

transmissions cholinergiques est observée suite à la perte des neurones 

correspondants.202 Les cholinestérases sont les enzymes hydrolysant l’acétylcholine 

au niveau du cerveau.203 Bloquer leur action permet donc d’augmenter les 

concentrations d’acétylcholine au niveau synaptique et ainsi d’améliorer les fonctions 

cognitives par l’augmentation des transmissions.204 Actuellement, il existe trois 

molécules inhibitrices de ces cholinestérases sur le marché : le donepezil, la 

rivastigmine et la galantamine. 
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D’autre part, la libération excessive de glutamate suractive le récepteur du 

canal NMDA, engendrant alors une augmentation de l’entrée d’ions calcium et une 

toxicité cellulaire.205 Dans des conditions pathologiques, ce canal reste ouvert durant 

un laps de temps trop important. Ainsi, bloquer son entrée permettrait d’améliorer la 

fonction synaptique et la mémoire, et de ralentir la dégénérescence cognitive.206,207 A 

l’heure d’aujourd’hui, une seule molécule antagoniste du NMDA est présente sur le 

marché : la mémantine. 

 

2. Nouvelles approches 

De nombreuses nouvelles approches ont été étudiées ces dernières années. 

L’inhibition de la γ-sécrétase prévient la formation des monomères Aβ, mais 

augmente la quantité de fragments β-C-terminal d’AβPP. Les modulateurs de γ-

sécrétase ne provoquent pas cette augmentation. Par ailleurs, des travaux ont 

montré qu’un dosage subchronique des inhibiteurs de γ-sécrétase altère les 

fonctions cognitives normales. Ainsi, la modulation de la γ-sécrétase serait préférable 

à son inhibition.208 De même, l’inhibition de la β-sécrétase réduit la production d’Aβ. 

Les tests cliniques d’un inhibiteur de BACE1, montrant une réduction d’Aβ dans le 

CSF chez les modèles animaux et chez des humains sains volontaires, ont 

néanmoins dû être arrêtés en raison de la toxicité du produit. Cette toxicité était, 

cependant, non liée à l’inhibition de BACE1.209 En outre, des travaux sur des 

anticorps ont montrés une réduction de l’activité de BACE1 et donc de la production 

d’APP dans les cultures de lignées cellulaires et dans les cultures primaires de 

neurones, ainsi qu’une diminution d’Aβ périphérique chez les souris et les primates 

non-humains.210 D’autres anticorps ont également été testés. Des anticorps anti-Tau 

retardent le début du déclin fonctionnel,211 tandis que des anticorps IgG1 anti-Aβ ont 

provoqué des réponses immunitaires néfastes.212,213 Les groupes Genentech et Lilly 

pharmaceuticals testent actuellement le crenezumab, aussi connu sous le nom de 

MABT, en phase II/III.214 Il s’agit d’un anticorps IgG4 anti-Aβ humanisé provoquant 

une réponse immunitaire modérée par rapport aux IgG1215 et réduisant la toxicité liée 

à Aβ.214 Une thérapie anti-Aβ, CAD106, induit les anticorps sans la réponse des 

cellules T. La phase I est favorable à la sécurité et à la tolérance d’un tel 

traitement.216 Aussi, l’aducanumab, un anticorps monoclonal humain, réduisant la 

progression du dépôt de plaques Aβ et du déficit cognitif, a des résultats 
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encourageants en phase Ib : le score MMSE des patients n’a réduit que de 0,5 en un 

an, comparé à 3 pour le groupe contrôle.217 

Parmi les petites molécules, la thioflavin T limite le taux d’agrégation des 

peptides Aβ en s’y fixant, ce qui aide aussi à la régulation du taux de mauvaise 

conformation d’Aβ.218 Les peptides DP-TAT-Mito (Decoy Peptide modified with TAT 

cell penetration peptide and mitochondrial targeting peptide) préviennent la formation 

du complexe ABAD-Aβ (Aβ peptide binding alcohol dehydrogenase – Aβ), le stress 

oxydatif, les dysfonctions mitochondriales et améliorent la mémoire et 

l’apprentissage spatial.219 

Les antioxydants MitoQ et SS31 agissent 100 fois plus sur la mitochondrie que 

les antioxydants classiques et l’agent anti-âge resveratrol réduit les dysfonctions 

mitochondriales. Ces trois agents réduisent les dommages de la mitochondrie 

causés par Aβ. Contrairement au resveratrol, MitoQ et SS31 augmentent les 

connections synaptiques. Ces trois composés réduisent la formation de pores dans 

la mitochondrie.220 Cependant des précédents tests cliniques avec des antioxydants 

(vitamine E, vitamine C, acide α-lipoique, coenzyme Q) n’ont pas prouvés le bénéfice 

d’un tel traitement pour les patients dans les premiers stades de la MA.221 

Le liraglutide, utilisé dans le traitement du diabète de type II (facteur de risque 

pour la MA), est un peptide analogue à GLP1 (Glucagon-like peptide-1), une 

hormone impliquée dans la régulation de l’insuline. Ce composé a montré, chez des 

souris, sa capacité à restaurer la faculté à reconnaître un objet, à améliorer 

l’apprentissage, à corriger le potentiel à long terme de l’hippocampe, à réduire la 

quantité de plaques amyloïdes dans le cortex, à réduire l’inflammation et à 

augmenter la formation de jeunes neurones dans le gyrus denté.222 Aussi, un 

traitement intranasal à l’insuline a montré une diminution du retard de la mémoire 

ainsi qu’une amélioration des fonctions cognitives générales.223 

Le JM6, un inhibiteur de KMO (Kynurenine 3-monooxygenase) prévient la perte 

synaptique et améliore la mémoire spatiale, mais n’a pas d’effet sur l’apprentissage 

spatial ni sur les tests cognitifs ou sur la quantité de plaques.224 

La rapamycin, un inhibiteur de mTOR, retarde le vieillissement et augmente 

l’espérance de vie. Cette molécule réduit le métabolisme oxydatif et augmente 

l’autophagie. Elle réduit les grandes quantités d’Aβ pathologiques sans réduire l’Aβ 

endogène, prévient de la perte de mémoire spatiale et améliore l’apprentissage et la 

rétention.225 
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Les agonistes au récepteur cannabinoïde permettent d’augmenter le 

dégagement des Aβ intracellulaires et la diminution des cytokines pro-

inflammatoires.226  

Le levetiracetam, un anti-épileptique, améliore les fonctions cognitives chez les 

patients MCI amnésiques.227  

 

D’autre part, la stimulation des circuits neuronaux responsables de la mémoire 

par DBS (Deep Brain Stimulation) au niveau du fornix/hypothalamus a été évalué en 

phase I et a montré au bout d’un mois une réduction possible du taux de déficit 

cognitif. Cependant, il s’agit d’une méthode très invasive, nécessitant l’implantation 

profonde d’électrodes dans le cerveau.228  

Une autre approche envisagée est une intervention permettant d’enlever les 

dépôts Aβ. Cela implique un traitement par scan à ultrasons qui perturberait de 

manière transitoire les jonctions de la barrière hémato-encéphalique la rendant 

perméable par endroit. Les expériences sur les souris n’ont montré aucun œdème, 

neurodégénérescence ou dommage ischémique. Ces travaux ont montré que ce 

traitement réduit significativement les plaques Aβ, ainsi que les formes oligomériques 

et trimériques d’Aβ, les fonctions de mémoire spatiale ont été restaurées, et 

l’apprentissage spatial dépendant de l’hippocampe et la mémoire à court terme ont 

été améliorés. Le traitement par scan à ultrasons induit l’activation de la microglie et 

l’absorption d’Aβ par les lysosomes.229  

 

Par ailleurs, de nombreux produits ont échoué quant au traitement de la MA. 

Les tests cliniques d’un vaccin anti-Aβ ont été rapidement arrêtés en raison de 

l’occurrence de méningo-encéphalites.213 Une immunothérapie passive a fait l’objet 

de tests cliniques de phase III en 2014 avec le bapineuzumab, qui n’avait montré 

aucune amélioration des fonctions cognitives, mais des œdèmes vasogéniques.230 

Le solanezumab, un autre anticorps monoclonal se liant préférentiellement à l’Aβ 

soluble, a aussi été évalué en phase III à trois reprises. Les résultats ne montrent 

pas d’effet significatif sur la cognition ou les fonctions journalières.231 Cependant les 

patients traités au stade léger montrent une diminution des déficits cognitifs et 

fonctionnels plus tard dans l’étude.232 
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II. Les protéines kinases 

A. Généralités sur les protéines kinases 

Les protéines kinases sont des enzymes catalysant les phosphorylations. Il 

s’agit du transfert d’un groupement γ-phosphate d’un ATP sur son substrat. Celui-ci 

est généralement une autre protéine, ou elle-même, possédant un groupement 

hydroxyle libre. Ces groupements sont majoritairement présents sur les résidus 

sérine (Ser, S), thréonine (Thr, T) et tyrosine (Tyr, Y). Une analyse globale des sites 

de phosphorylation a montré la répartition suivante : 79.3% de sérines, 16.3% de 

thréonines et 3.8% de tyrosines.233,234  

Ce mécanisme de phosphorylation et déphosphorylation est l’un des plus 

courant dans la cellule et a été décrit pour la première fois dans les années 1950 par 

les Docteurs Krebs et Fischer.235 Il affecte chaque processus cellulaire basique et 

environ 30% des protéines cellulaires subiraient une telle modification sur au moins 

l’un de leurs résidus.234  

 

Les protéines kinases classiques partagent un repliement commun, qui diffère 

cependant en termes de charge et d’hydrophobicité à la surface des résidus. Elles 

possèdent chacune un domaine catalytique canonique d’environ 250 acides aminés 

constitué de deux lobes : l’un sous forme de feuillets β en N-terminal et l’autre sous 

forme d’hélices α en C-terminal. 

Le premier niveau de spécificité d’une kinase pour son substrat se base sur les 

caractéristiques structurales : les acides aminés encadrant le site de phosphorylation 

ont un rôle majeur dans la reconnaissance kinase-substrat. Le second niveau relève 

des interactions entre le motif d’ancrage du substrat et le domaine d’interaction de la 

kinase. Ce mécanisme a pour rôle d’accroître le taux de phosphorylation de 

substrats en augmentant leur concentration proche du site catalytique de la kinase, 

ainsi qu’en alignant correctement le site de phosphorylation des substrats avec le 

domaine catalytique de la kinase.234 

La majorité des kinases désavantagent les substrats présentant une proline en 

position P+1 de leur site de phosphorylation. En effet, cet acide aminé est un très 

mauvais partenaire pour une liaison hydrogène, caractéristique recherchée par la 
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plupart des kinases. Cependant, environ un quart des sites de phosphorylation sont 

suivis par une proline. Les kinases dirigées vers des prolines réguleraient donc un 

plus grand nombre de substrats que les autres kinases. Contrairement à ces 

dernières, les kinases dirigées vers les prolines créent une poche apolaire qui ne 

satisfait pas aux exigences de liaison hydrogène de l'azote amide présent dans les 

autres résidus. 234 

 

Il existe diverses méthodes de classification des kinases. La principale, se 

basant sur l’homologie entre les kinases, a été établie en 1995 par les Docteurs 

Hanks et Hunter lors de la découverte de ces premières protéines.236 Sont ainsi 

distingués deux groupes majoritaires : les protéines kinases eucaryotiques (ePK), 

codées par 478 gènes, et les protéines kinases atypiques (aPK), codées par 40 

gènes.236,237 La différence entre ces deux superfamilles réside au niveau de la 

séquence du domaine catalytique : les ePK présentent une séquence similaire, 

tandis que les aPK présentent chacune une séquence atypique. Les ePK sont elles-

mêmes subdivisées en plusieurs groupes (figure 9) parmi lesquels est présent celui 

des CMGC, dont DYRK1A et CDK5 font partie.234,237  

La seconde classification repose sur la spécificité entre les kinases et leurs 

substrats. Les kinases sont ainsi séparées en trois groupes nommés d’après les 

résidus qu’elles phosphorylent au sein de leurs substrats :  

- Les sérine/thréonine kinases (STPK) regroupent 80% des protéines 

kinases.234 

- Les tyrosines kinases (TPK) se divisent encore en deux familles : les kinases 

cytoplasmiques et nucléaires, et les kinases transmembranaires, aussi 

appelées récepteur tyrosine kinase (RTK). 

- Les tyrosine-sérine/thréonine kinases, correspondant à la minorité des 

protéines kinases, ont une double spécificité et sont souvent appelées « dual-

specificity kinases » (DSK).234,238,239 
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Figure 9 : Arbre phylogénétique des différentes protéines kinases humaines existantes (figure 

issue de §3). 
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B. La protéine DYRK1A 

Découverte en 1996,240,241 la protéine kinase DYRK1A présente un grand 

intérêt pour la recherche. Elle aurait un rôle clé dans la trisomie 21 (T21) et ses 

activités suggèrent un rôle important dans les maladies neurodégénératives telles 

que la MA, ainsi que dans de nombreuses autres pathologies telles que des cancers 

ou le syndrome de déficience intellectuelle lié à DYRK1A. 

 

1. Famille de la kinase 

DYRK1A est une sérine-thréonine protéine kinase dirigée vers les prolines et 

arginines, appartenant à la superfamille des CMGC.242  

Ce groupe est nommé d’après les initiales de quatre familles de kinases qui le 

compose : « cyclin dependent kinases » (CDK), « mitogen-activated protein 

kinases » (MAPK), « glycogen synthase kinases » (GSK) et « CDK-like kinases » 

(CLK). Ce groupe contient aussi les « dual-specificity tyrosine-phosphorylation-

regulated kinases » (ou « dual-specificity yak-related kinases », DYRK), « casein 

kinase 2 » (CK2), RCK et « serine/arginine protein kinases » (SRPK).  

La famille des DYRK présentent un fort taux de conservation à travers les 

espèces et se décompose en trois sous-familles : les DYRK, les « homeodomain-

interacting protein kinases » (HIPK) et les « pre-mRNA processing protein 4 

kinases » (PRP4K). Chez les mammifères, la sous-famille DYRK est composée de 

cinq membres : DYRK1A, DYRK1B (ou Mirk), DYRK2 ; DYRK3 (ou REDK) et 

DYRK4.243,244 

 

2. Structure génétique et protéique de DYRK1A 

Pendant les années 1990, de nombreuses études ont porté sur la protéine 

« minibrain » (MNB) chez la drosophile. Ce n’est que quelques années plus tard que 

ses orthologues DYRK1 chez le rat puis DYRK1A chez l’humain ont été découverts.  

En dehors du domaine catalytique, il y a peu d’homologie entre la séquence 

des DYRK et les autres familles de kinases. Cependant, cette séquence est 

hautement conservée à travers les espèces.243  
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Chez l’humain, le gène DYRK1A est situé sur le chromosome 21, et fait partie 

des 33 gènes identifiés de la région critique de la T21 (DSCR : Down syndrome 

critical region, 21q22.2). Il a été identifié comme gène candidat responsable de la 

T21, pour la déficience intellectuelle, la microcéphalie et la neurodégénérescence 

associée à l’âge.242,245 Le gène DYRK1A mesure 149,5 kb et comporte 17 exons. 

Suite à l’épissage alternatif, plusieurs isoformes de la protéine DYRK1A sont 

produits, la plus abondante étant constituée de 763 acides aminés et pesant 85,6 

kDa.246  

 

La protéine DYRK1A est constituée de 5 régions principales : le signal de 

localisation nucléaire bipartite est situé à l’extrémité N-terminale, suivi du domaine 

d’homologie des DYRK, et du domaine kinase, se trouve ensuite le domaine PEST 

riche en prolines, acides glutamiques, sérines et thréonines, une séquence de 

répétition d’histidine constitutive, et un domaine riche en serines et thréonines (figure 

10).242 

 

 

Figure 10 : Structure de la protéine DYRK1A. La région N-terminale est constituée des 158 

premiers acides aminés. Elle contient la première séquence de localisation nucléaire (NLS1) et le 

domaine d’homologie (DH) commun à l’ensemble des DYRK. Le domaine catalytique, contenant le 

domaine kinase et la seconde séquence de localisation nucléaire (NLS2), correspond aux acides 

aminés 159 à 479 présentant un fort taux de conservation à travers les espèces. Cette région 

renferme des séquences consensus et des résidus communs aux ePK, participant à la fixation de 

l’ATP. La région C-terminale contient le domaine PEST, la séquence d’histidines et la séquence riche 

en sérine et thréonines. NLS : nuclear localization signal. DH : DYRK-homology box. PEST : Pest 

motif. His : polyhistidine stretch. S/T : serine and threonine-rich region. La ligne rouge montre 

l’épissage alternatif d’un fragment de 9 acides aminés (schéma issu de §4). 

 

3. Activité et régulation normale et pathologique 

DYRK1A est exprimée de manière ubiquitaire. Cependant, elle est plus 

fortement exprimée dans le cervelet, le bulbe olfactif et l’hippocampe. Son 

expression est sur-régulée pendant les premiers stades du développement, puis 

diminue graduellement jusqu’à des niveaux bas, pendant les derniers stades.247,248   
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Dans le cerveau, au niveau de la cellule, DYRK1A est associée à 80% avec le 

cytosquelette et les 20% restant sont présents dans les fractions cytosolique et 

nucléaire.248 La localisation subcellulaire de DYRK1A est conditionnelle de son état 

de phosphorylation.249 De manière réciproque, la phosphorylation de DYRK1A 

modifiant sa localisation subcellulaire et sa stabilité, certaines kinases peuvent jouer 

un rôle sur son activité en lui permettant d’être en contact avec différents substrats. 

 

DYRK1A s’active en s’autophosphorylant au niveau de sa tyrosine 321, puis 

agit sur plus d’une vingtaine de substrats.242 Elle est impliquée dans la régulation des 

protéines du cytosquelette tels que la tubuline, l’actine et la protéine Tau. Elle 

contribue à la régulation dynamique de l’actine et à la synaptogénèse. Sa 

surexpression prolonge la cascade des MAPK (mitogen-activated protein kinase) et 

induit la croissance des neurites. Cependant, cela cause aussi la réduction de la 

formation d’épine dendritique dans des neurones d’hippocampe en culture.245 

Pendant le développement, DYRK1A serait responsable de la prolifération 

neuronale et de la neurogénèse entrainant alors la croissance du cerveau.250 Par 

ailleurs, les mutant DYRK1A-/- ne survivent pas à la moitié de la gestation, prouvant 

ainsi que cette kinase est indispensable au développement. En outre, les mutants 

hétérozygotes DYRK1A+/- voient une diminution de leur viabilité néonatale, de la taille 

de leur corps, du nombre et de la taille de leurs neurones dans certaines régions du 

cerveau, et de la taille de leur cerveau. Ces individus sont aussi caractérisés par une 

altération des fonctions motrices et une déficience des capacités d’apprentissage.251–

255 

 

La protéine DYRK1A joue donc un rôle important dans la neurogénèse et serait 

une protéine clé dans le développement de la T21. Cette pathologie, décrite pour la 

première fois en 1866 par le Dr. John Langdon Haydon Down,256 et dont la cause n’a 

été démontrée qu’en 1959, est la maladie chromosomique et la cause d’invalidité 

intellectuelle la plus commune, touchant environ une personne sur 1000.257 Il y aurait 

un lien entre le dosage génétique de DYRK1A et les malformations 

développementales de la T21.258 L’un des principaux signes neuropathologiques de 

la T21 est l'apparition précoce de symptômes de type MA, caractérisés par la 

formation de plaques amyloïdes séniles et de NFT.245 Une augmentation du taux de 

DYRK1A a aussi été rapportée dans différentes zones du cerveau de patients 
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Alzheimer et d’autres maladies neurodégénératives, tels que les maladies de 

Parkinson, de Huntington et de Pick.242  

DYRK1A est aussi impliquée dans les deux principaux processus dégénératifs 

de la MA : la formation de plaques amyloïdes et d’enchevêtrements neurofibrillaires 

(NFT). Cette kinase phosphoryle le facteur d’épissage alternatif (ASF) au niveau de 

trois sérines (227, 234 et 238), empêchant la régulation de l’épissage de Tau et 

conduisant donc à la formation de NFT.259 Elle phosphoryle également SRp55 

(serine/arginine-rich protein 55) qui régule l’exon 10 de Tau, codant le deuxième 

domaine de répétition de liaison avec les microtubules.260 Par ailleurs, DYRK1A 

phosphoryle directement Tau à 11 sites constitués d’une sérine ou d’une thréonine : 

T181, S199, S202, T205, T212, T217, T231, S396, S400, S404 et S422.245,261–264 En 

outre, certaines de ces phosphorylations induisent la phosphorylation de Tau par 

GSK3β. L’ensemble de ces phosphorylations résultent en la formation de NFT.265 De 

surcroît, le régulateur de calcineurine-1 (RCAN1) est un autre substrat de DYRK1A. 

Lorsqu’il est phosphorylé au niveau de sa Thr192, sa dégradation est ralentie et son 

interaction avec la calcineurine augmentée, inhibant alors l’activité phosphatase de 

cette dernière sur Tau et provoquant l’accumulation de Tau phosphorylée.247,266 En 

outre, la phosphorylation d’APP au niveau de sa Thr668 serait importante dans son 

clivage267 et celle de presenilin 1 (PS1) au niveau de sa Thr354 améliore son activité 

protéolytique.268 Ces deux phosphorylations, médiées par DYRK1A, augmentent la 

production de peptides Aβ neurotoxiques. Par ailleurs, DYRK1A serait aussi 

responsable de la diminution de l’activité de la neprilysine, principale enzyme de 

dégradation d’Aβ.269 Par conséquent, cette kinase agirait en tant que triple 

modulateur dans la MA en affectant la production et la dégradation d’APP, ainsi que 

la phosphorylation de Tau. 

De plus, DYRK1A phosphoryle la cycline D1 au niveau de sa Thr286, 

perturbant alors son trafic et sa dégradation. La diminution du niveau de cycline D1 

est corrélée avec l’allongement des phases G1 et S, modifiant alors la progression 

du cycle cellulaire et la neurogénèse.258,270  

 

4. Inhibiteurs de Dyrk1A 

La protéine DYRK1A est une kinase très étudiée et de nombreux inhibiteurs ont 

été extraits d’organismes naturels ou synthétisés. 
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a. Inhibiteurs naturels 

L’EGCG (epigallotechin gallate) est un polyphénol de la famille des catéchines 

présent dans le Camelia sinensis, plus communément appelée thé vert (figure 11). 

Ce composé, faisant actuellement l’objet de plusieurs essais cliniques en phase 2, 

possède de nombreuses vertus, telles que des effets antibactériens, antiviraux, 

antifongiques et antitoxines.242 Son activité inhibitrice est spécifique à DYRK1A et 

PRAK (p38-regulated/activated protein kinase).271,272 Aussi, l’EGCG améliorerait la 

plasticité synaptique, la structure du cerveau et les fonctions cognitives de souris 

surexprimant DYRK1A,273 et augmenterait, in vivo, l’expression et l’activité 

d’enzymes antioxydantes, diminuant alors l’agrégation des peptides Aβ.274,275 

 

 

Figure 11 : Structure chimique de l’EGCG. 

 

La leucettamine B est un alcaloïde isolé de l’éponge calcaire marine Leucetta 

microraphis pour la première fois en 1993 (figure 12).276 Ce composé inhibe 

DYRK1A, DYRK2, CLK1 et CLK3 à des concentrations de l’ordre du micromolaire. Il 

est en revanche inactif pour GSK3α/β, CK1δ/ε, CDK5/p25 et Pim1.277 Suite à la 

découverte de l’activité de la leucettamine B sur les kinases impliquées dans la MA 

et la T21, de nombreux analogues, les leucettines, ont été synthétisés et évalués par 

le Dr. Meijer, le Pr. Bazureau, le Dr. Carreaux et leur équipe respective. Parmi celles-

ci, la leucettine L41 (figure 13) est efficace sur DYRK1A avec une concentration de 

l’ordre du nanomolaire.  Elle n’est, cependant, pas tout à fait sélective et montre une 

activité pour DYRK1B, DYRK2, CLK1 et GSK3α/β, et à plus forte dose, pour CLK3 et 

Pim1.278 Cette molécule a la capacité de réduire la mort cellulaire induite par APP et 
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de protéger contre celle induite par le glutamate,278 ainsi que d’induire l’autophagie 

médiée par la voie mTOR/PI3K.279 Elle prévient aussi la neurotoxicité et les déficits 

de mémoire induits par les peptides oligomériques Aβ.280  

 

      

Figure 12 : Photographie de l’éponge marine Leucetta microraphis (Calcarea)278 (A) et structure 

chimique de la leucettamine B (B). (Crédit photo : Dr. Cécile Debitus, IRD) 

 

 

Figure 13 : Structure chimique de la leucettine L41. 

 

 

Figure 14 : Structure chimique de l’harmine. 

 

L’harmine (figure 14) est un alcaloïde appartenant à la famille des β-Carbolines, 

présent dans une large variété d’organismes.242 Elle inhibe DYRK1A de façon plus 

puissante que les autres membres de la famille DYRK.281 Cependant, elle est 

connue pour sa toxicité282,283 et ses propriétés hallucinogènes.284–286 

A 

B 
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La staurosporine, un indolecarbazole extrait de la bactérie Streptomyces 

staurosporeus, est efficace quant à l’inhibition de DYRK1A, mais extrêmement peu 

sélectif.242 

Moins connus, les acanimols A et B, des catéchines isolées d’Acacia nilotica, 

une plante de la famille des légumineuses, montrent une inhibition modérée de 

DYRK1A. Les flavonoïdes sont des polyphénols produits par les plantes en tant que 

métabolites secondaires. Le dNBC, un dérivé du NBC ayant perdu sa spécificité pour 

CK2, favorise l’inhibition de DYRK1A. La chlorospermine B et l’atalaphyllidine ont un 

effet modéré sur l’inhibition de DYRK1A, tandis que l’acrifoline a un effet plus fort 

mais une sélectivité modérée.287 Les analogues de la D-luciferine ont un fort effet 

inhibiteur sur DYRK2, DYRK1A et DYRK3, et ceux de la granulatimine présentent 

également une bonne inhibition de DYRK1A. Certaines lamellarines ayant perdu leur 

effet inhibiteur de la topoisomerase I, sont des inhibiteurs forts et sélectifs de 

DYRK1A. Les meridianines sont 45 fois plus sélectives pour DYRK1A que pour les 

autres kinases, mais sont connues pour leur forte cytotoxicité.242 

 

b. Inhibiteurs synthétiques 

L’INDY (inhibitor of DYRK1A), un benzothiazole analogue de TG003, est trois 

fois plus puissant que ce dernier quant à l’inhibition de DYRK1A. Une prodrogue de 

INDY, proINDY, a été développé afin de faciliter la pénétration cellulaire. Un autre 

dérivé, BINDY, a démontré une inhibition importante et sélective envers la famille 

DYRK. Les DANDY sont issus du screening des analogues de l’harmine et ont une 

inhibition modérée de DYRK1A. Lors de recherches sur l’inhibition de CK2, des 

modifications apportées à TBB ont donné naissance à DMAT, inhibant alors 

DYRK1A et DYRK2 en plus de CK2. Certaines pyrazolidine-3,5-diones présentent 

une forte inhibition de DYRK1A et une sélectivité par rapport à DYRK2. Des 6-

arylquinazolin-4-amines ont été développées pour leur solubilité en milieu aqueux. 

Mais malgré une bonne perméabilité membranaire passive et une haute stabilité, ces 

composés n’ont finalement qu’une solubilité modérée dans l’eau et n’ont montré 

qu’une inhibition modérée de DYRK1A. Les 6,6,5-tri-cyclic thiazolo[5,4-

ƒ]quinazolines présentent une inhibition de DYRK1A et DYRK1B de l’ordre du 

nanomolaire et une sélectivité contre CK1, CDK5 et GSK3. Par ailleurs, de 
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nombreuses molécules se basant sur la structure des pyrimidines et des thiophènes 

ont également été développées dans le cadre de l’inhibition de DYRK1A.242 

 

C. La protéine Kinase CDK5 

1. Caractéristiques de CDK5 

Chez l’Homme, la famille des kinases dépendantes des cyclines (CDK) 

regroupe 13 protéines impliquées dans la régulation de l’ADN et la division 

cellulaire.288 Leur fonction est régulée par leur liaison aux cyclines qui les activent, 

stimulant alors la phosphorylation de leurs cibles au niveau des sérines ou 

thréonines précédant une proline. Cependant, malgré 60% d’homologie avec CDK2 

et contrairement aux autres membres de cette famille, CDK5 n’est presque pas 

impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et n’est pas régulée par les cyclines, 

mais par les activateurs p35 et p39.289  

CDK5 est hautement conservée à travers les espèces et son expression, 

détectée dans plusieurs organes, est prédominante dans le CNS de cerveaux en 

développement ou adultes.289 Cette kinase est essentielle au développement 

neuronal et est responsable de multiples actions dans la survie neuronale, la 

phosphorylation des protéines du cytosquelette, la plasticité synaptique et 

l’apoptose.289–292 

Ses activateurs, p35 et p39, sont fortement exprimés dans le cerveau. Ils n’ont 

qu’une très faible homologie avec les cyclines mais leur structure repliée y est 

relativement similaire. Par ailleurs, p35 et p39 n’ont que 57% d’homologie entre eux 

et ont une expression spatio-temporelle différente dans les neurones. Néanmoins, la 

présence d’un des deux activateurs pourrait compenser l’absence du second.289 Lors 

de processus normaux, les complexes CDK5/p35 et CDK5/p39 régulent la fonction 

de leurs substrats, tels que Tau. Au moment de son activation, CDK5 phosphoryle 

son activateur induisant ainsi la dégradation du complexe par le protéasome. Ce 

mécanisme permet de réguler la durée d’activation de la kinase. Cependant, dans le 

cadre de processus pathologiques, tels que la MA, p35 et p39 peuvent être clivées 

par la calpain, générant ainsi les protéines p25 et p29. Ces dernières sont beaucoup 
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plus stables que les protéines parentes et activent alors CDK5 de manière 

prolongée.289,293,294 

La protéine p35, constituée de 307 acides aminés avec une masse de 35 kDa, 

est l’activateur qui a été le plus étudié.34 La partie N-terminale, résultant en la forme 

clivée p10 de 98 acides aminés, comprend une région myristoylée de localisation 

membranaire295 et un signal de dégradation par la voie ubiquitine-protéasome.293 La 

partie C-terminale, résultant en la forme clivée p25 de 209 acides aminés, est riche 

en proline et contient les domaines de liaison et d’activation de CDK5.294 

La calpain est une protéase dépendante du calcium.289 Aussi, ce minéral joue 

un rôle important dans l’hyperactivation de CDK5. Certains mécanismes cellulaires 

mènent à l’augmentation du calcium intracellulaire : les dommages ischémiques au 

cerveau, le stress oxydatif, les dysfonctions mitochondriales, l’excitotoxicité, 

l’exposition aux peptides Aβ, la dyshomeostase de calcium et 

l’inflammation.290,291,296–298 De manière réciproque, le déséquilibre de l’activité de 

CDK5 favorise le stress oxydatif et les dysfonctions mitochondriales,299 inhibant alors 

le transport axonal des neurofilaments suite à leur phosphorylation.300  

L’hyperactivation de CDK5 peut mener à l’hyperphosphorylation de plusieurs 

substrats, dont la protéine Tau, conduisant à la formation de PHF et de NFT, ainsi 

qu’à la perturbation du cytosquelette et du transport intracellulaire, induisant alors 

une neurodégénérescence. Parmi de nombreux facteurs responsables de 

l’hyperphosphorylation aberrante de Tau, CDK5 est l’acteur majoritaire.34 Certains 

sites de phosphorylation de Tau par CDK5 sont connus pour être important dans la 

formation de PHF, tels que Thr181, Ser199, Ser202, Thr205, Thr212, Ser214, 

Thr217, Thr231, Ser235, Ser396, et Ser404.289 

2. La roscovitine, un inhibiteur des CDK 

Il existe de nombreux inhibiteurs de CDK. Cependant, malgré la capacité de 

certains à inhiber des formes de CDK plus que d’autres, aucun n’est réellement 

sélectif. Ce manque de spécificité s’explique par la conservation de la séquence 

peptidique des CDK dans leur domaine de liaison à l’ATP.301  

La roscovitine est un inhibiteur de CDK découvert dans les années 1990 (figure 

15).302 Cette purine inhibe l’activité kinase par compétition avec l’ATP, en 

interagissant avec le site de liaison de l’ATP au niveau du domaine catalytique des 

CDKs.303 La roscovitine inhibe fortement l’activité de CDK1, CDK2, CDK5, CDK7, 
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CDK9 et plus faiblement celle de CDK4, CDK6 et CDK8. À plus forte dose, elle peut 

également inhiber l’activité d’autres kinases telles que CK1, DYRK1A, ERK1/2 ou 

encore FAK.271,304 

La roscovitine pourrait être un inhibiteur efficace dans la limitation de la 

neurodégénérescence liée à la maladie d’Alzheimer, aux traumatismes crâniens et 

aux AVC. En effet, cette molécule s’est avérée efficace pour inhiber 

l’hyperphosphorylation de Tau dans des modèles murins de la maladie 

d’Alzheimer,305 pour diminuer de plus de 30% le volume de l’infarctus chez un 

modèle murin d’AVC,306 ainsi que pour réduire le volume des lésions cérébrales, 

diminuer la mort neuronale et récupérer plus efficacement les capacités motrices et 

cognitives dans un modèle de traumatisme crânien chez le rat.307 

Notons que nous utilisons le terme roscovitine pour faire référence à la (R)-

roscovitine, par opposition à son isomère, la (S)-roscovitine, moins active. 

 

      

Figure 15 : Photographie de l’étoile de mer Marthasterias glacialis (A), et structure chimique de 

la roscovitine (B). (Crédit photo : Sébastien Thorin§5) 

 

III. Le fipronil 

Le fipronil est un insecticide et acaricide à large spectre, de la famille des 

phenylpyrazoles, largement utilisé à travers le monde d’un point de vue 

phytosanitaire et vétérinaire. Il appartient à la seconde génération d’insecticides 

agissant sur le récepteur GABA (acide γ-aminobutyrique) des canaux chlorure. 

Depuis le milieu des années 1990, le fipronil est considéré relativement sans danger 

pour les mammifères, au vue de sa haute affinité pour les récepteurs GABA des 

A 
B 
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insectes comparés à ceux des mammifères.308 Cependant, de récentes études 

remettent en cause cette sécurité pour ces derniers. 

A. Découverte 

Le fipronil a été découvert et développé dans les années 1985 à 1987 par 

Rhône-Poulenc, une société chimique et pharmaceutique française fondée en 1928. 

Aujourd’hui, cette entreprise a été rachetée par Sanofi pour les opérations 

pharmaceutiques, et partagée entre le groupe Solvay et Bayer Crop Science pour les 

divisions chimiques.309 

Le fipronil est un pesticide neurotoxique de seconde génération développé dans 

deux buts. D’une part, afin de créer un nouveau groupe d’insecticides, plus sûr et 

respectueux de l’environnement que les anciens pesticides. Et d’autre part, pour 

pallier aux résistances des insectes développées contre les organophosphates, les 

carbamates et pyrethroïdes, constituant les différentes classes de pesticides 

présentes sur le marché dans les années 1980.310  

Le fipronil a été mis sur le marché en 1993 pour les applications agricoles, puis 

en 1995 pour l’usage vétérinaire, à savoir le contrôle des puces et des tiques sur les 

animaux de compagnie ainsi que sur le bétail.309 

 

B. Utilisation 

1. Applications 

Le fipronil est utilisé pour la protection des cultures et des plantes ornementales 

contre les insectes et les acariens herbivores, pour le contrôle des organismes 

nuisibles urbains, tels que les cafards, les fourmis, les termites, les guêpes et les 

mouches, pour les applications vétérinaires afin de protéger les animaux de 

compagnie et le bétail contre les puces et les tiques, entre autres, et pour la 

pisciculture.311 

En Europe, le fipronil a été interdit, à partir de 2014, pour l’usage agricole en 

raison de ses effets sur les insectes pollinisateurs. Cette interdiction momentanée 

avait pour but de laisser le temps à l’EFSA de finaliser la réévaluation complète des 



Morgane Cam   –   Thèse de doctorat (2014 – 2017) 

52 | 248 

risques liés aux pesticides concernés. L’interdiction définitive ou son abolition sera 

décidée en automne 2017. Cependant, étant donné que l’approbation pour la 

commercialisation du fipronil par BASF expire cette année, et compte tenu des coûts 

engendrés par la réhomologation de ce produit, l’entreprise abandonnera 

certainement la distribution du fipronil. §6  

Ce produit étant également commercialisé pour le contrôle des insectes 

nuisibles dans les maisons et sur les animaux de compagnie, il est très utilisé par les 

particuliers. La concentration de fipronil total (fipronil + desulfinyl + sulfure) dans les 

poussières à l’intérieur des habitations serait, en moyenne, 15 fois supérieure par 

rapport à l'extérieur. Les composés du fipronil sont omniprésents dans la poussière 

domestique, même dans les résidences sans utilisation connue du pesticide.312 En 

2015, Cochran et al. ont conduit la première étude examinant l’exposition aux résidus 

de surface secondaire générés par les activités des animaux domestiques dans la 

maison. Ils ont considéré les expositions cutanées et orales (en raison du contact 

main-bouche), et ont conclu qu'il n'y avait aucun risque important pour les adultes et 

les enfants.313 

 

2. Intoxication chez l’Homme 

Certains cas d'intoxication par le fipronil ont été signalés en Asie et en Europe. 

L'empoisonnement par le fipronil se caractérise par des maux de tête, des vertiges, 

des faiblesses, des vomissements, de l’agitation et des convulsions.314–316 Il a 

récemment été rapporté que certaines personnes, soumises à une intoxication 

professionnelle par le fipronil, présentaient des symptômes généralement associés 

au blocage de la fonction du récepteur GABAergique (nausées, maux de tête et 

convulsions), et ont également présenté un certain déficit de mémoire.317 Il a 

également été suggéré que le fipronil et le fipronil sulfone ont un effet inhibiteur 

central sur la sécrétion d'hormone stimulant la thyroïde (TSH) chez l'homme. Les 

cellules réceptrices de TSH possèdent des récepteurs GABAc et le système GABA 

est connu pour sa sensibilité aux hormones thyroïdiennes.318 

Par ailleurs, les données obtenues à partir des observations faites sur l'auto-

empoisonnement aiguë, chez les humains, indiquent que le fipronil se transforme en 

fipronil sulfone et que ce composé parent disparaît rapidement du sang au cours des 

15 à 20 premières heures après l'ingestion.314 



Morgane Cam   –   Thèse de doctorat (2014 – 2017) 

53 | 248 

C. Propriétés chimiques et biochimiques 

Le fipronil est une molécule peu soluble dans l’eau, stable pendant une heure à 

température ambiante mais instable en présence d’ions de métaux, et dégradé par la 

lumière. Ce pesticide est un perturbateur très puissant du CNS des insectes : il 

provoque une activité incontrôlée du CNS, provoquant alors la mort, en interférant 

avec le passage des ions chlorure à travers le canal GABA. Le fipronil est néanmoins 

plus spécifique au récepteur GABA des insectes que de celui des humains.309,319 

Néanmoins, cette sensibilité et cette sélectivité peuvent varier en fonction de la 

composition de la sous-unité du récepteur GABAA humain. Les dérivés du fipronil 

présentent une affinité plus élevée pour les récepteurs que le fipronil lui-même.320 

Grâce à ses propriétés physico-chimiques, le fipronil est capable d'entrer dans 

les tissus végétaux et de se répandre dans toutes les parties de la plante.321 Cela 

augmente la surface d’exposition au fipronil pour les insectes, mais il pourrait 

également être dangereux pour les animaux herbivores. 

Par ailleurs, le fipronil et ses métabolites sont des résidus solubles dans la 

graisse, dans laquelle ils ont tendance à se stocker.322 

 

D. Métabolisme 

La dégradation du fipronil par la lumière du soleil produit plusieurs métabolites. 

Le principal est le fipronil desulfinyl (figure 16), extrêmement stable et plus toxique 

que le fipronil.309 

Des études, chez le rat, ont montré que le métabolisme du fipronil est identique 

chez les mâles et les femelles.323 Il est facilement métabolisé en fipronil sulfone 

(figure 16) chez plusieurs espèces de mammifères telles que les rats, les humains, le 

bétail et les chiens.314,323 Cette principale voie métabolique du fipronil est médiée par 

des enzymes hépatiques du cytochrome P450 (CYP).324,325 Des données chez les 

rats et les moutons suggèrent que le fipronil sulfone persiste beaucoup plus 

longtemps dans l'organisme que le fipronil lui-même. Par exemple, chez les rats, les 

temps demi-vies ont été estimées à 208 et 8,5 h pour le fipronil sulfone et le fipronil, 

respectivement.314 
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Fipronil Fipronil sulfone Fipronil desulfinyl 

Figure 16 : Structure du fipronil, de son métabolite majoritaire, le fipronil sulfone, et de son 

photoproduit principal, le fipronil desulfinyl. 

 

La concentration des pesticides et de leurs métabolites dans les cheveux et/ou 

les poils est représentative du niveau d'exposition. Ces concentrations sont plus 

fortes ou comparables à celles dans l'urine et le plasma. Cependant, cette technique 

développée chez le rat, visant à déterminer l'apport en pesticide, n'est pas 

transposable à l'homme, en particulier en raison des différences interespèces.326 

Le fipronil sulfone est le métabolite majoritaire dans tous les tissus, les 

excréments et le sang. Vasylieva et al. ont développé une méthode simple et rapide 

pour la synthèse d'hydroxy-fipronil, un autre métabolite d'urine de fipronil. Ce 

composé synthétique a été utilisé en tant que standard afin de développer une 

méthode analytique de LC-MS/MS, permettant la quantification de ce métabolite. Ce 

produit a également été utilisé dans la mise au point d’un dosage immunologique afin 

de déterminer la présence et le niveau d'hydroxy-fipronil dans l'urine des animaux 

traités.327 

 

E. Effets sur les mammifères 

1. Evaluations toxicologiques 

Une dose quotidienne acceptable (ADI) pour le fipronil et ses métabolites a été 

établie à 0-0,0002 mg/kg, basée sur une dose sans effet nocif observable (NOAEL 

pour « No Observable Adverse Effect Level ») de 0,025 mg/kg par jour, avec un 
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facteur de sécurité de 100 pour le fipronil-desulfinyl, le dérivé le plus toxique du 

fipronil examiné dans cette étude.328 

Certains signes neurotoxiques ont été observés chez des rats à partir de 5 

mg/kg de fipronil, tels qu’une diminution de la mobilité des pattes arrière chez les 

mâles, une hyperactivité, une irritabilité et une diminution du toilettage chez les 

femelles. Une diminution du gain de poids corporel et de la consommation d'aliments 

ont été observés chez les animaux des deux sexes. La dose maximale tolérée pour 

une étude à long terme a été évaluée entre 2,4 et 6,5 mg/kg par jour.328 

Plusieurs tests ont également été effectués avec le fipronil desulfinyl sur des 

rats et des souris. Après leur réévaluation, l’assemblée conjointe du FAO et de 

l’OMS a conclu que la NOAEL du fipronil desulfinyl serait comprise entre 0,025 et 

0,18 mg/kg par jour selon différentes expériences. Par ailleurs, aucune tumeur 

thyroïdienne, ni homéostasie thyroïdienne n’ont été retrouvées, contrairement aux 

études avec le fipronil. Il en est de même pour la génotoxicité. Des expériences sur 

le fipronil sulfide amide et l’acide carboxylique de fipronil ont montré une DL50 

supérieure à 2000 mg/kg après une administration orale. D'autres tests sur le fipronil 

destriflurométhyl sulfonate ont rapporté une augmentation de la concentration de 

triglycérides chez les femelles et l'activité de la phosphatase alcaline chez les mâles 

et les femelles pour une concentration de 460 mg/kg par jour pendant 28 jours. De 

plus, l’assemblée conjointe du FAO et de l’OMS de 2000 a conclu à une dose de 

référence aiguë (RfD) de 0,003 mg/kg pour le fipronil et le fipronil-desulfinyl seuls ou 

en combinaison.328 Toujours selon cette assemblée, quatre composés sont 

toxicologiquement significatifs : le fipronil, le fipronil desulfinyl, le fipronil sulfone et le 

fipronil thiether. Le fipronil, lentement absorbé après une ingestion, est largement 

distribué dans les tissus et possède un temps de demi-vie relativement long (183-

195h). Il s’accumule fortement dans la graisse, et a une bioaccumulation potentielle, 

suggérée par les ratios plasmatiques. Pour une exposition à court terme, la NOAEL 

par voie orale est de 0,08 mg/kg par jour. Cette dose est évaluée à 0,025 mg/kg par 

jour pour une exposition à long terme.328 

 

2. Mort cellulaire 

Le fipronil sulfone est plus toxique que le fipronil : 54 fois plus puissant en 

termes de toxicité cellulaire et 37 fois plus puissant en termes de fuite de LDH. Cette 
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cytotoxicité (100 µM pour le fipronil et 3 µM pour le fipronil sulfone) pourrait passer 

par le stress oxydatif, une cause majeure de dommages cellulaires neurotoxiques. 

Cette oxydation pourrait être médiée par la libération de radicaux libres et la 

peroxydation lipidique.329 

Le fipronil induit également des voies apoptotiques de toxicité cellulaire dans 

lesquelles Akt et GSK3β sont impliquées. En effet, le fipronil semble inactiver GSK3β 

et Akt en diminuant les phosphorylations au niveau de la Ser9 et de la Ser473 

respectivement.330 

 

3. Thyroïde 

Plusieurs études ont démontré la capacité du fipronil à agir comme un 

perturbateur de la thyroïde chez les rats et les humains.323,325 

La principale voie métabolique du fipronil, menant au fipronil sulfone, est 

médiée par des enzymes hépatiques du cytochrome P450 (CYP). Le fipronil, tout 

comme d'autres xénobiotiques, peut conduire à une augmentation de l'expression et 

de l'activité de CYP.324,325 

La perturbation de la thyroïde est associée à une forte concentration 

plasmatique de fipronil sulfone, et à une très faible concentration de fipronil 

plasmatique. Le fipronil sulfone semble donc être responsable de la perturbation de 

la thyroïde induite par le fipronil plutôt que du fipronil lui-même.325 Cette perturbation 

induite par le fipronil est beaucoup plus limitée chez les moutons. Chez cette espèce, 

le traitement au fipronil entraîne une concentration plasmatique de fipronil sulfone 

beaucoup moins élevée, associée à une concentration plasmatique de fipronil 

beaucoup plus élevée que chez le rat.325,331 

Le fipronil semble aussi augmenter le métabolisme hépatique et l'excrétion de 

l'hormone thyroïdienne : il induit une hypertrophie cellulaire, augmente le poids de la 

thyroïde et la TSH (hormone stimulant la thyroïde), diminue l'hormone T4 (thyroxine) 

dans le sérum, mais ne crée pas d'hyperplasie thyroïdienne. De plus, chez les rats, 

le fipronil augmente la consommation d'iodure et l'activité peroxydase de la thyroïde. 

Après un traitement de 50 semaines et une récupération de 11 semaines, une 

diminution de l'hormone T4 et une augmentation de l'hormone TSH ont été 

observées.332 
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4. Système nerveux central 

Le fipronil induit la neurotoxicité par le biais du stress oxydatif et affecte le 

récepteur GABAA de ces cellules.329 Par ailleurs, même à une concentration non 

cytotoxique (25 µM), le fipronil induit une réduction significative des longueurs de 

croissance des neurites des cellules humaines de neuroblastome SH-SY5Y. Le 

fipronil induit une apoptose médiatrice de la caspase-6 à forte concentration (78 µM 

correspondant à 50% de viabilité à 48h), qui est un marqueur apoptotique spécifique 

pour la dégénérescence neuronale. Le fipronil induit l’autophagie à une concentration 

moyenne (43 µM), ce qui pourrait être un mécanisme de protection contre la toxicité 

du fipronil. En effet, il a été rapporté que la rapamycine, un inducteur autophagique, 

protège les cellules SH-SY5Y de l'apoptose induite par le fipronil. De plus, le fipronil 

augmente le niveau d'expression de la vimentine et modifie l'expression de ses 

isoformes. Cela traduit très probablement des changements dans les modifications 

post-traductionnelles telles que la phosphorylation et la glycosylation. La vimentine 

est un filament intermédiaire de type III impliqué dans la structure cellulaire au stade 

précoce des neurones immatures et joue un rôle crucial dans la croissance des 

projections de neurites. La vimentine peut être ré-exprimée en réponse à un 

endommagement dendritique et à une neuro-dégénérescence. En outre, le fipronil 

modifie la localisation de la vimentine : habituellement détectée dans le soma, elle 

devient plus localisée dans les excroissances neuronales. Le traitement au fipronil 

provoque une perte de la fibrillisation de vimentine.333 

Il a aussi été démontré, dans les cellules souches neurales embryonnaires de 

rat, qu’un traitement de 6 jours avec 30 µM de fipronil réduit le nombre de cellules 

dans le CNS, en particulier une baisse du rapport glie/neurones.334 

 

Le fipronil et ses métabolites sont capables de traverser la barrière hémato-

encéphalique. Cravedi et al. n'ont pas détecté de fipronil dans les tissus (tissu 

adipeux, surrénales, foie, rein, testicule et cerveau) et ont suggéré une 

biotransformation importante de ce composé. Le fipronil est lentement métabolisé et 

excrété chez le rat, et ce composé ne se trouve que dans les excréments. Son 

principal métabolite, le fipronil sulfone, est un composé lipophile et persistant 

reconnu comme un agent neurotoxique et un perturbateur endocrinien.335  
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Des expériences chez le rat ont montré que le fipronil provoque, entre autres, 

des réponses exagérées de douleur chez les mâles et des réactions 

d’effarouchement exagérées chez les mâles et les femelles.309 Des rats traités de 

manière aigüe avec une dose élevée de fipronil (100 mg/kg) ont montré certains 

effets neurotoxiques, tels que l'augmentation de l'excitabilité. Cependant, ces effets 

sur le CNS des mammifères restent généralement légers et temporaires.336 Le 

fipronil induit également les réponses inflammatoires dans le cerveau.337 Par ailleurs, 

des études ont prouvé que le fipronil peut avoir des interactions toxiques avec le 

CNS des mammifères et entraîner une altération de la mémoire en modulant le 

système GABAergique. En effet, les rats exposés au fipronil (30 mg/kg, par jour, par 

gavage pendant 15 jours) ont présenté des troubles de la mémoire à court terme 

comme à long terme, et une réduction du gain de poids.317 

 

5. Autres fonctions métaboliques 

Badgujar et al. ont rapporté une absence de changement de poids corporel par 

le traitement au fipronil (5 et 10 mg/kg, par jour, par gavage, pendant 28 jours), mais 

une diminution du poids absolu et relatif du rein et du cerveau. Ils ont également 

observé une augmentation significative de l'azote uréique sérique et de la créatinine 

sérique, qui sont des signes de lésions rénales. De plus, ils signalent une 

augmentation de la peroxydation lipidique (LPO) dans les reins et le cerveau. En 

outre, ils ont observé une diminution du glutathion (GSH), du thiol, de la superoxyde 

dismutase (SOD) et de l'activité catalase dans les deux organes, tous restaurés par 

un prétraitement à la vitamine E et à la vitamine C. Par conséquent, l'exposition au 

fipronil semble induire des dommages oxydatifs aux reins et au cerveau.338 

L'exposition orale répétée de fipronil (à 30 mg/kg, par jour, par gavage, pendant 

15 jours) suggère une responsabilité dans l'hypertension, via l’augmentation du 

niveau d'endothéline-1, et de l'élévation de la pression artérielle systolique, via 

réduction de la capacité antioxydante. Cependant, aucun changement dans les 

fonctions hépatique, biliaire ou rénale n’a été montré.339 

Le fipronil induit des enzymes hépatiques CYP de phase I chez le rat. Il n'y 

aurait aucun effet indésirable causé par une dose orale de 1 mg/kg de fipronil 

pendant 6 jours. Cependant le fipronil pourrait perturber l'oxydation de la 

testostérone par l'augmentation des enzymes CYP3A1/2.340 En outre, le fipronil est 
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responsable d’effets négatifs sur le système reproductif masculin, tels que la 

réduction de la motilité, la morphologie anormale et la diminution de la viabilité du 

sperme. Ces effets sont causés par le stress oxydatif, les dommages de l’ADN et 

l’apoptose. En effet, chez les mammifères, le sperme est particulièrement sensible 

au stress oxydatif en raison de sa très haute concentration en acides gras poly-

insaturés, de leur incapacité à réparer leur membrane et de leur forte habilité à 

générer des dérivés réactifs de l’oxygène (ROS).341 Le fipronil, ainsi que le fipronil 

sulfone et le fipronil desulfinyl, modifient le système bioénergétique des 

mitochondries issues du foie.342 

Le fipronil serait aussi impliqué dans la détérioration de l’adipogénèse, en 

augmentant la différenciation des adipocytes et l’accumulation de la graisse dans ces 

derniers.343 

A priori, le fipronil n'induirait aucune mutation génétique ou une aberration 

chromosomique.332 

 

F. Environnement 

Dans le contexte agricole, le fipronil s’accumule dans le sol (90% du produit 

sont retrouvés dans les premiers 30 cm), dans lequel il subit une lente dégradation 

biotique. A la surface, la photolyse s’ajoute aux moyens de dégradation. Le temps de 

demi-vie du fipronil lors de sa photodégradation est de 34 jours dans le sol et de 3,63 

heures dans l’eau. La dégradation microbienne prend plus de temps : la demi-vie du 

fipronil est alors comprise entre 116 et 130 jours. Lorsque que le composé se 

retrouve dans l’eau, il peut aussi être hydrolysé, ainsi sa demi-vie est de 28 jours. Au 

total, le temps de demi-vie pour les surfaces traitées au fipronil est estimé entre 3 à 7 

mois.309 

Au niveau de l'utilisation domestique, il a été démontré que le fipronil est 

rapidement dégradé. Après 1 semaine de traitement, il y a plus de fipronil desulfinyl 

que de fipronil dans les eaux de ruissellement.344 De plus, l’eau de pluie est le 

mécanisme principal de dispersion des pesticides. Elle a pour effet de diminuer le 

niveau de pesticides à l’endroit du traitement, mais implique leur accumulation sur 

les surfaces urbaines. Ce mécanisme contribue également fortement à la 

contamination des eaux de surfaces.345 Aux Etats-Unis, des études ont montré la 
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présence de fipronil dans les eaux déjà épurées, à des concentrations plus hautes 

que celles conseillées par les organismes réglementaires. Cette quantité en fipronil 

viendrait, en partie de l’eau utilisée pour le lavage d’animaux de compagnie traités 

par des soins anti-tiques et anti-puces. Ces traitements en « spot-on » sont aussi 

directement transférés dans l’eau lors des baignades de ces animaux.346 

Le fipronil est donc largement répandu dans l’écosystème et contamine les sols 

agricoles, les sources d’eau, les zones humides, la végétation non ciblée, ainsi que 

les systèmes marins côtiers et estuariens. Par conséquent, en dehors des humains, 

des animaux domestiques, du bétail et des poissons d’élevages, le fipronil affecte 

également les animaux sauvages, tels que les mammifères, les oiseaux, les 

poissons, les invertébrés aquatiques et terrestres, les amphibiens et les 

reptiles.347,348 Le fipronil est connu pour ses effets sur les poissons.349 Il est 

notamment responsable de l’augmentation de la vitesse de nage chez les larves de 

poisson-zèbre. Ce comportement anxieux peut s’expliquer par l’augmentation de 

neurotransmetteurs excitateurs et la diminution de neurotransmetteurs inhibiteurs. 

De plus, la production d’acide gras serait augmentée afin de compenser l’énergie 

demandée par de tels déplacements.350 Le fipronil affecterait également les 

invertébrés marins, tels que les crabes, en altérant leur croissance et en inhibant leur 

reproduction.351 

Le fipronil impacte aussi fortement les insectes non ciblés par le pesticide, 

notamment les pollinisateurs. De nombreuses études sur les abeilles ont démontré 

des affections négatives sur divers mécanismes tels que la navigation individuelle, 

l’apprentissage, la collection de nourriture, la longévité, la fécondité et la résistance 

aux maladies.352 

La pollution due aux pesticides est encore plus importante dans les pays en 

voie de développement, subissant une urbanisation et des activités agricoles 

intensives.353  
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Résultats & discussion 
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I. Implication des pesticides dans la 

production de peptides amyloïdes 

En 2007, dans le cadre de leurs recherches visant à isoler des composés 

inhibant la production d’Aβ via l’inhibition de CK1,354,355 les Dr. Meijer et Flajolet, avec 

l’aide de leur équipe respective, ont identifié un composé de faible poids moléculaire 

modifiant la production d’Aβ dans des cellules N2aAPP695 (cellules de neuroblastome 

de souris exprimant de façon stable l’APP695 humaine). Cette purine induit une 

production massive d’Aβ42, influençant ainsi le rapport Aβ40/Aβ42. Par la suite, des 

travaux menés à ManRos Therapeutics sous la direction du Dr. Meijer ont conduit à 

la caractérisation de la famille des aftins (Amyloid β Forty-Two Inducers).356 Cette 

famille de composés, notamment l’aftin-5, apporte de nouveaux outils 

pharmacologiques pour décrypter les mécanismes menant à l’altération du rapport 

des différentes formes d’amyloïdes, une des caractéristiques de la MA. De plus, la 

mise en évidence de familles de molécules ayant de telles propriétés 

pharmacologiques356,357 suggère l’existence possible de composés alzheimerigènes 

dans le « Human Chemical Exposome » (HCE), c'est-à-dire de composés présents 

dans l’ensemble des produits auxquels nous sommes exposés et induisant la 

production de longues formes de peptides Aβ. Il se pose alors la question d’identifier 

ces molécules et de les réglementer. 

A travers cette thèse, nous nous sommes intéressés à la détection de produits 

alzheimerigènes parmi les nombreux polluants organiques et chimiques auxquels 

nous sommes exposés, tel que les pesticides. De nombreux produits naturels et 

synthétiques ont été testés ; seuls quelques-uns seront présentés. 

 

A. Les herbicides triazines 

Lors du screening de nombreux produits synthétiques et naturels réalisé par 

Emilie Durieu, la famille des herbicides triazines est ressortie par rapport à sa 

capacité à induire la production de peptides Aβ42. Des études plus poussées ont 

donc été réalisées sur cette famille, principalement sur deux membres, le dipropetryn 

et le terbutryn. Un article publié en septembre 2016 présente ces résultats, dont les 
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recherches ont débuté avant mon arrivée à ManRos Therapeutics. Ma contribution a 

été de : (1) analyser des modifications protéomiques induites par l’exposition de 

cellules N2aAPP695 à l’aftin-5, au dipropetryn ou au terbutryn. Cette analyse n’a pas 

permis de dégager un effet net de ces composés sur l’expression différentielle de 

protéines liées soit à la production d’amyloïdes soit aux conséquences de cette 

production. (2) mener des expériences de purification des cibles des triazines par 

chromatographie d’affinité sur billes de triazines immobilisées. Ces expériences 

préliminaires n’ont pas permis de purifier des cibles potentielles de façon sélective. 

 

1. Article : « Specific triazine herbicides induce amyloid-β42 

production. » 
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2. Autres résultats 

Par ailleurs, des études plus approfondies ont été réalisées sur le dipropetryn et 

le terbutryn en comparaison avec l’aftin-5, déjà connue pour ses propriétés 

alzheimerigènes.  

La capacité d’induction de la production de peptides amyloïdes par les triazines 

a été testée sur différents modèles, notamment sur les N2aAPP695 (figure 17). Ce 

même test a été réalisé en parallèle sur les N2a (n’exprimant pas APP, figure 17). 

Les trois produits induisent fortement la production de peptides Aβ42, tout en étant 

relativement peu toxiques.  
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Figure 17 : L’aftin-5, le dipropetryn et le terbutryn induisent l’augmentation de la production de 

peptides Aβ-42. Les cellules N2a et N2aAPP695 ont été traitées pendant 18h avec 100 µM d’aftin-5, 

de dipropetryn ou de terbutryn, ou avec du DMSO. La quantité de peptides Aβ42 a été mesurée par 

un test ELISA (A) et la viabilité cellulaire a été contrôlée par un test MTS (B). 

 

Afin de comprendre les mécanismes moléculaires d'action des triazines, le 

protéome de ces cellules N2aAPP695, exposées à l’aftin-5, au dipropetryn, au 

terbutryn ou au DMSO pendant 18h, a été analysé. L'expression de 1796, 1693 et 

1963 protéines a été modifiée, dans les cellules traitées à l’aftin-5, au dipropetryn et 

au terbutryn, respectivement, comparée au contrôle (cellules traitées au DMSO). 

L’analyse fonctionnelle de ces protéines est présentée dans les annexes 1 à 3. 

Notamment, les protéines up/down régulées par le traitement au dipropetryn sont 

significativement retrouvées dans la voie de signalisation de la MA, dans le stress 

oxydatif, dans les processus basés sur les microtubules et dans le catabolisme des 

A B 
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macromolécules. Ces protéines semblent majoritairement localisées dans la 

mitochondrie. Au vue de l’ensemble des résultats (cellulaires et animaux), le 

dipropetryn est considéré comme le produit le plus efficace, parmi les triazines 

testées, quant à l’induction de la production de longues formes de peptides Aβ dans 

le contexte de la MA. 

 

B. Les insecticides pyrazoles : zoom sur le fipronil et 

ses principaux métabolites 

Lors de la recherche de produits alzheimerigènes au sein du « Human 

Chemical Exposome », une autre famille de pesticides été détectée par Emilie 

Durieu lors de criblages cellulaires visant à identifier des composés capables 

d’induire la production extracellulaire d’amyloïdes Aβ42 : les insecticides pyrazoles. 

Mes travaux de thèse se sont donc majoritairement orientés sur cette famille de 

molécules, en particulier le fipronil. Ma contribution a été de : (1) débuter une analyse 

des modifications protéomiques induites par l’exposition de cellules N2aAPP695 au 

fipronil sulfone, le métabolite majoritaire du fipronil. (2) tester les effets des 

métabolites du fipronil sur la production d’Aβ42. 

 

1. Résultats préliminaires 

Le fipronil et certains de ses dérivés ont été testés pour leur capacité à induire 

la production de longs peptides Aβ. Certains d’entre eux montrent une augmentation 

du ratio Aβ42/Aβ40 (figure 18A) ainsi qu’une cytotoxicité relativement importante 

(figure 18B), notamment pour le fipronil sulfide, le fipronil sulfone, le fipronil desulfinyl 

et le fipronil. 

Afin de comprendre le mécanisme d’action du fipronil et de ses dérivés, nous 

avons, dans un premier temps, voulu vérifier que l’inhibition de la γ-sécrétase 

engendrait l’inhibition de la production des longues formes de peptides Aβ (figure 

19). À partir de 0,6 µM, le DAPT, un inhibiteur de la γ-sécrétase, inhibe presque 

entièrement la formation de peptides Aβ42 et Aβ40, induite par le fipronil sulfone. A 

cette concentration, et jusqu’à 10 µM, le DAPT n’est pas toxique pour les N2aAPP695. 
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Afin de prendre une marge de sécurité, la concentration de 1 µM a été sélectionnée 

pour les tests suivants. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Le fipronil et certains de ses dérivés augmentent le ratio Aβ42/Aβ40. Les cellules 

N2aAPP695 ont été exposées à des doses croissantes de fipronil ou de ses dérivés pendant 18h. En 

raison de la cristallisation de certains composés, ceux-ci n’ont pas tous été testés à des 

concentrations aussi élevées. La quantité de peptides Aβ42 et Aβ40 a été mesurée par un test ELISA 

(A) et la viabilité a été contrôlée par un test MTS (B). 

 

Toujours dans le même but, une analyse protéomique et phosphoprotéomique 

a été réalisée sur les cellules traitées au fipronil sulfone, le métabolite majoritaire du 

fipronil, en présence ou en absence de DAPT. Cette étude a permis de détecter les 

protéines dont l’expression et la phosphorylation sont modifiées par le fipronil 

sulfone, et de déterminer celles dépendante ou indépendantes de la γ-sécrétase.  

L’analyse fonctionnelle des protéines up/down régulées par le fipronil sulfone 

est présentée en annexe 4. Comme pour le dipropetryn et le terbutryn, les protéines 

up/down régulées par le fipronil sulfone sont significativement retrouvées dans la 

voie de signalisation de la MA, le stress oxydatif, le cycle cellulaire et les processus 

d’oxydation. De même, ces protéines semblent majoritairement localisées dans la 

mitochondrie.  
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Figure 19 : L’inhibiteur de γ-sécrétase, DAPT, contrebalance l’effet du fipronil sulfone sur la 

production de peptides Aβ. Les cellules N2aAPP695 ont été traitées pendant 1h avec des doses 

croissantes de DAPT, puis 5 ou 20 µM de fipronil sulfone ont été ajoutés pour 18h d’incubation 

supplémentaires. La quantité de peptides Aβ42 et Aβ40 a été mesurée par un test ELISA (A et B), et 

la viabilité cellulaire a été contrôlée par un test MTS (C). 

 

Afin d’en apprendre davantage sur la relation entre le fipronil sulfone et la γ-

sécrétase, nous avons comparé les protéines up/down régulées et up/down 

phosphorylées par le fipronil sulfone en présence de DAPT (schémas en annexe 5). 

La comparaison « FipS vs DMSO » représentent les protéines modifiées par le 

fipronil sulfone, la comparaison « DAPT FipS vs DAPT » celles insensibles au DAPT 

et la comparaison « DAPT FipS vs FipS » celles sensibles au DAPT, et donc a priori 

dépendantes de la γ-sécrétase. Les listes des protéines up/down phosphorylées par 

le fipronil sulfone, dépendantes ou indépendantes de la γ-sécrétase, sont présentées 

en annexes 6 et 7, respectivement. Parmi les protéines sélectionnées au cours de 

cette étude protéomique et phosphoprotéomique, CDK1 et la vimentine ont attirés 

notre attention malgré leur absence d’interaction présumée avec la γ-sécrétase. Ces 

deux protéines, respectivement impliquées dans le cycle cellulaire et la croissance 

des projections neuronales, pourraient avoir des rôles importants dans les processus 

A B 

C 
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menant à la MA. En outre, des études ont déjà démontrer l’effet du fipronil sur la 

vimentine, induisant l’altération des modifications post-traductionnelles et la mis-

localisation de cette dernière.333 Du côté des protéines identifiées comme 

dépendantes de la γ-sécrétase, beaucoup d’entre elles sont encore très peu décrites. 

Cette analyse protéomique et phosphoprotéomique a donc besoin d’être 

approfondie, ainsi des mécanismes intéressants menant à la MA pourraient être 

découverts. 

 

2. Article : « Induction of amyloid-β42 production by fipronil 

and other pyrazole insecticides. » 

L’étude des pyrazoles, et principalement du fipronil et de certains de ses 

dérivés, a donné lieu à la rédaction d’un article, soumis le 23 septembre 2017 à 

« Journal of Alzheimer’s Disease ». 
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II. Inhibition pharmacologique de DYRK1A, une 

protéine kinase impliquée dans la maladie 

d’Alzheimer 

DYRK1A étant une cible intéressante et prometteuse dans le traitement de la 

MA, de la T21 et de nombreuses autres pathologies, le développement d’inhibiteurs 

de cette kinase est donc un des enjeux de ManRos Therapeutics. 

A. Inhibition, in vitro, de l’activité kinase de DYRK1A par 

les leucettines 

Par souci de confidentialité, en dehors de la leucettamine B et la leucettine L41, 

les structures chimiques de cette famille de molécules ne seront pas communiquées 

dans cette thèse et leur nom sera codé. 

 

Les leucettines sont synthétisées par l’équipe du Dr. Bazureau à l’université de 

Rennes, en collaboration avec ManRos Therapeutics. Leur efficacité est d’abord 

testée in vitro par le biais de tests kinases (tests réalisés à la Station Biologique de 

Roscoff) puis en tests cellulaires, avant que les molécules sélectionnées ne soient 

testées in vivo sur des modèles de souris et de rats (tests réalisés par différentes 

collaborations, notamment par l’équipe du Dr. Hérault à l’IGBMC de Strasbourg). A 

ce jour, plus de 570 leucettines ont été synthétisées, la leucettine L41 étant la mieux 

caractérisée de la famille. 

 

1. Absence d’effet protecteur de la leucettine E1 contre la mort 

cellulaire induite par le glutamate 

La leucettine E1 a une structure chimique jugée prometteuse et de bons 

résultats lors des tests kinases quant à l’inhibition de DYRK1A. Nous nous sommes 

donc intéressés à son efficacité lors de tests cellulaires. Pour cela, des cellules SH-

SY5Y, de neuroblastome humain, surexprimant l’isoforme 4R de la protéine Tau ont 

été traitées pendant 6h avec des doses croissantes de leucettine E1. La même 
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expérience a été réalisée en parallèle avec la leucettine L41 à titre de contrôle (figure 

20). Les phosphorylations de la Ser202, de la Thr205 et notamment de la Thr212 de 

Tau traduisent l’activité de DYRK1A. La leucettine L41 inhibe l’activité de DYRK1A 

dès de faibles concentrations, en revanche, ce blocage n’est pas aussi net pour la 

leucettine E1 pour laquelle l’inhibition de la kinase est moins visible, même à de forte 

concentration. Cependant, la leucettine E1 montre des résultats encourageants sur 

les modèles animaux. 
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Figure 20 : Inhibition de l’activité kinase de DYRK1A par les leucettines L41 et E1. Les cellules 

SH-SY5Y-Tau4R ont été exposées à des doses croissantes de leucettines L41 ou E1 pendant 6h. Le 

niveau des phosphorylations de la Ser202, de la Thr205 et de la Thr212 de la protéine Tau, reflétant 

l’activité kinase de DYRK1A, ont été évalué par western blotting, ainsi que l’expression de la protéine 

Tau total. L’expression de la GAPDH a été contrôlée en tant que témoin de charge. 

 

Par ailleurs, de précédentes études ont démontré la capacité de la leucettine 

L41 à protéger les cellules contre la mort cellulaire induite par le glutamate.278 Nous 

avons cherché à savoir si la leucettine E1 possède ces mêmes propriétés. Pour cela, 

des cellules HT22, de neuroblastome murin, ont été exposées à 10 mM de glutamate 

et à des quantités croissantes de leucettines L41 ou E1 pendant 24 heures (figure 

21). Contrairement à la leucettine L41, la leucettine E1 ne présente aucun effet 

protecteur contre la toxicité induite par le glutamate, même à des concentrations 

relativement élevées. 

Le produit n’ayant pas l’effet escompté lors des différents tests cellulaires, le 

développement de la famille de molécules s’est ensuite tourné vers d’autres 

leucettines. 
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Figure 21 : Absence d’effet protecteur de la leucettine E1 contre la mort cellulaire induite par le 

glutamate. Les cellules HT22 ont été exposées à 10 µM de Glutamate et à des doses croissantes de 

leucettines L41 ou E1 pendant 24h. L’aspect microscopique des cellules ont été observé au 

grossissement x100 (A) et leur viabilité a été mesurée (B). 

 

2. Mise en place d’un nouveau test cellulaire 

Afin de confirmer l’inhibition de l’activité kinase de DYRK1A par les leucettines, 

nous avons souhaité mettre en place un second test cellulaire. Grâce à une donation 

du Dr. Becker, nous disposons de cellules SY-SY5Y surexprimant de manière 

conditionnelle DYRK1A active (D1A) ou inactive (kinase dead, KD).358 Le principe est 

donc le suivant : surexprimer la kinase afin de mieux visualiser son inhibition. 

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer la quantité de 

doxycycline à utiliser pour une induction correcte de DYRK1A dans ce modèle. Ainsi, 

les cellules SH-SY5Y-D1A et SH-SY5Y-KD ont été incubées en présence de 

différentes concentrations de doxycycline pendant 6h (figure 22). Pour induire 

DYRK1A, 0,5 µg/mL de doxycycline semblent suffisant. Par mesure de sécurité, la 

concentration à 1 µg/mL a été choisie pour les futures expériences. Notons que 

lorsque la kinase active est exprimée, la cycline D1 est phosphorylée au niveau de 

sa Thr286, ce qui n’est pas le cas de la kinase inactive. Ceci démontre le rôle 

A 

B 
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de DYRK1A quant à cette phosphorylation. De plus, cela est corrélé à la diminution 

de l’expression de la cycline D1 totale. En effet, comme de nombreuses autres 

protéines, sa phosphorylation induit sa dégradation. 

 

0 0,5 1 2 0 0,5 1 2

GAPDH

total CycD1

pT286-CycD1

DYRK1A

Doxycycline concentration (µg/mL)

SH-SY5Y-D1A SH-SY5Y-KD

 

Figure 22 : Induction de DYRK1A, par la doxycycline, dans les cellules SH-SY5Y-D1A et SH-

SY5Y-KD. Les cellules ont été exposées à 0,5, 1 ou 2 µg/mL de doxycycline ou à de l’eau pendant 6h. 

Le niveau de phosphorylation de la Thr286 de la cycline D1, traduisant l’activité kinase de DYRK1A, 

ainsi que l’expression de la cycline D1 et de DYRK1A a été évaluée par western blotting. L’expression 

de la GAPDH a été contrôlée en tant que témoin de charge. 

 

Nous avons ensuite voulu vérifier le potentiel inhibiteur de la leucettine L41 

dans ce système. Un co-traitement des cellules SH-SY5Y-D1A et SH-SY5Y-KD a été 

réalisé avec ou sans doxycycline et avec une dose croissante de leucettine L41 

(figure 23). L’inhibition de l’activité kinase de DYRK1A par la molécule est visible dès 

0,3 µM dans les SH-SY5Y-D1A. Une légère variation est également visible dans les 

SH-SY5Y-KD. Cette même variation est observée dans les deux types cellulaires en 

absence de doxycycline. Cela s’explique par la faible présence de DYRKA endogène 

et fonctionnelle dans ces cellules. 

Afin d’améliorer ce test, nous avons étudié le temps d’exposition optimal à la 

doxycycline (figure 24). Une incubation de 24 heures a été retenue pour la suite des 

tests. 

Dans ce même objectif, nous avons ensuite évalué le meilleur temps 

d’exposition aux leucettines (figure 25). De même, un traitement de 24 heures a été 

validé. 



Morgane Cam   –   Thèse de doctorat (2014 – 2017) 

146 | 248 

Leucettine L41 concentration (µM)

0 1 3 0 0,3 10,30,1 10 3 100,1 0 1 3 0 0,3 10,30,1 10 3 100,1

GAPDH

total CycD1

pT286-CycD1

DYRK1A

SH-SY5Y-D1A SH-SY5Y-D1ASH-SY5Y-KD SH-SY5Y-KD

+ 1 µg/mL Doxycycline ø Doxycycline

 

Figure 23 : Inhibition de l’activité kinase de DYRK1A par la leucettine L41 de manière dose-

dépendante. Les cellules SH-SY5Y-D1A et SH-SY5Y-KD ont été exposées à 1 µg/mL de doxycycline 

pendant 1h, puis différentes concentrations de leucettine L41 ont été ajoutées pour 6h 

supplémentaires. Le niveau de phosphorylation de la Thr286 de la cycline D1, traduisant l’activité 

kinase de DYRK1A, ainsi que l’expression de la cycline D1 et de DYRK1A a été évaluée par western 

blotting. L’expression de la GAPDH a été contrôlée en tant que témoin de charge. 
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Figure 24 : Détermination du temps optimal d’exposition à la doxycycline. Les cellules SH-

SY5Y-D1A ont été exposées à 1 µg/mL de doxycycline pendant 1, 3, 6 ou 24 heures. Les leucettines 

L41, 403 ou 395 ont ensuite été ajoutées à une concentration finale de 10 µM pour 6 heures 

supplémentaires. Étant inactive, la leucettine 395 a été utilisé en contrôle, tout comme le DMSO. Le 

niveau de phosphorylation de la Thr286 de la cycline D1, traduisant l’activité kinase de DYRK1A, ainsi 

que l’expression de la cycline D1 et de DYRK1A a été évaluée par western blotting. L’expression de la 

GAPDH a été contrôlée en tant que témoin de charge. 
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Figure 25 : Détermination du temps optimal d’exposition aux leucettines. Les cellules SH-SY5Y-

D1A ont été exposées à 1 µg/mL de doxycycline pendant 24 heures. Les leucettines L41, 403 ou 395 

ont ensuite été ajoutées à une concentration finale de 10 µM pour 1, 3, 6 ou 24 heures 
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supplémentaires. Le DMSO a été utilisé en contrôle. Le niveau de phosphorylation de la Thr286 de la 

cycline D1, traduisant l’activité kinase de DYRK1A, ainsi que l’expression de la cycline D1 et de 

DYRK1A a été évaluée par western blotting. L’expression de la GAPDH a été contrôlée en tant que 

témoin de charge. 

 

3. Screening des leucettines : quelques exemples 

Disposant de deux tests cellulaires, le potentiel d’inhibition de nombreuses 

leucettines a été contrôlé. Des études de dose-réponse ont été réalisées pour les 

leucettines considérées comme actives. A titre d’exemple, le résultat de quelques 

leucettines est présenté en figure 26.  
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Figure 26 : Inhibition de l’activité kinase de DYRK1A par quelques leucettines de manière dose-

dépendante. Les cellules SH-SY5Y-D1A ont été exposées à 1 µg/mL de doxycycline pendant 24 

heures puis 0 à 30 µM de différentes leucettines ont été ajoutés pour 24 heures supplémentaires. Le 

niveau de phosphorylation de la Thr286 de la cycline D1, traduisant l’activité kinase de DYRK1A, ainsi 

que l’expression de la cycline D1 et de DYRK1A a été évaluée par western blotting. Les cellules SH-

SY5Y-Tau4R ont été exposées à 0 à 30 µM de différentes leucettines pendant 6 heures. Le niveau de 

phosphorylation de la Thr212 de Tau, traduisant l’activité kinase de DYRK1A, ainsi que l’expression 

de Tau a été évaluée par western blotting. Pour les deux traitements, l’expression de la GAPDH a été 

contrôlée en tant que témoin de charge. 

 

Certaines nouvelles leucettines semblent aussi efficaces que la leucettine L41. 

Le même effet inhibiteur est observé sur les sites T212 de Tau et T286 de la cycline 

D1 phosphorylés par DYRK1A. Ces deux nouvelles leucettines, présentées en figure 

26, semblent néanmoins diminuer légèrement l’expression de la cycline D1 lors de 

traitement à 30 µM. Des efforts sont encore à fournir quant à connaissance des 

cibles des leucettines afin d’optimiser leur structure.  
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B. Analyse de la capacité des RCZ à inhiber, in vitro, 

l’activité kinase de DYRK1A 

Par souci de confidentialité, l’origine précise et les structures chimiques de ces 

molécules ne seront pas communiquées dans cette thèse et leur nom sera codé. 

 

Lors d’études sur une plante utilisée en médecine traditionnelle asiatique, 

plusieurs composés ont été extraits. L’un d’entre eux présentant une inhibition 

importante de DYRK1A, ManRos Therapeutics a lancé un projet visant à synthétiser 

ce composé et à l’améliorer, formant ainsi la famille des RCZ. 

 

Après la mise au point de la méthode de synthèse de la RCZ (équivalent de la 

molécule naturelle), l’équipe de chimie de ManRos Therapeutics, en collaboration 

avec l’équipe du Pr. Hervé Galons à l’Université Paris Descartes, s’est penchée sur 

l’optimisation de cette molécule. Jusqu’à présent, plus d’une douzaine de molécules 

différentes ont été synthétisées. Leurs propriétés d’interaction avec un panel de 

kinases ont été testées à la Station Biologique de Roscoff et les tests cellulaires ont 

été réalisés à ManRos Therapeutics. 

 

Les tests kinases montrent que les RCZ sont très spécifique de DYRK1A. Dans 

un premier temps, afin de s’assurer du potentiel d’inhibition de la RCZ originelle 

(RCZ-2), les cellules SH-SY5Y surexprimant DYRK1A fonctionnelle (D1A) ou la 

kinase inactive (kinase dead, KD) ont été exposées à une gamme de RCZ-2 pendant 

6 heures (figure 27). Une inhibition de 56% de la phosphorylation de la cycline D1 est 

observée à 100 µM. Ce résultat est encourageant bien qu’insuffisant. En effet la 

concentration nécessaire de RCZ-2 pour inhiber l’activité kinase est trop élevée pour 

poursuivre l’étude de cette molécule vers un candidat médicament. 
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Figure 27 : inhibition dose-dépendante de DYRK1A par la RCZ-2. Les cellules SH-SY5Y-D1A et 

SH-SY5Y-KD ont été exposées à 1 µg/mL de doxycycline pendant 24h, puis différentes 

concentrations de RCZ-2 ont été ajoutées pour 24h supplémentaires. Le niveau de phosphorylation 

de la Thr286 de la cycline D1, traduisant l’activité kinase de DYRK1A, ainsi que l’expression de la 

cycline D1 et de DYRK1A a été évaluée par western blotting. L’expression de la GAPDH a été 

contrôlée en tant que témoin de charge. 

 

 

Un panel de RCZ a ensuite été testé sur les cellules SH-SY5Y-Tau4R, 

surexprimant l’isoforme 4R de la protéine Tau, et sur les cellules SH-SY5Y-D1A. Un 

test de viabilité démontre que les molécules testées ne sont pas toxiques (figure 28). 

Cependant, contrairement aux résultats attendus après les tests kinases montrant 

leur affinité et leur spécificité pour DYRK1A, des quantités importantes de RCZ sont 

nécessaires à l’inhibition de l’activité kinase de DYRK1A dans les cellules (figure 29). 

Se pose alors la question de la capacité des RCZ testées à pénétrer les cellules. Par 

ailleurs, certaines RCZ diminuant la phosphorylation de la cycline D1, diminuent 

aussi l’expression de DYRK1A (figure 29).  
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Figure 28 : Toxicité de certaines RCZ. Les cellules SH-SY5Y-Tau4R ont été exposées à différentes 

concentrations de RCZ pendant 48h. La viabilité cellulaire a été évaluée par un test MTS. 

 

 

DMSO 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pT212-Tau

GAPDH

total Tau

pT286-CycD1

DYRK1A

total CycD1

GAPDH

S
H

-S
Y

5
Y

-T
a
u
4
R

S
H

-S
Y

5
Y

-P
3
0
1
L

 

Figure 29 : Screening de certaines RCZ quant à leur inhibition de l’activité kinase de DYRK1A. 

Les cellules SH-SY5Y-D1A ont été exposées à 1 µg/mL de doxycycline pendant 24 heures puis 100 

µM de différentes RCZ ont été ajoutés pour 24 heures supplémentaires. Le niveau de phosphorylation 

de la Thr286 de la cycline D1, traduisant l’activité kinase de DYRK1A, ainsi que l’expression de la 

cycline D1 et de DYRK1A a été évaluée par western blotting. Les cellules SH-SY5Y-Tau4R ont été 

exposées à 0 à 30 µM de différentes leucettines pendant 6 heures. Le niveau de phosphorylation de 

la Thr212 de Tau, traduisant l’activité kinase de DYRK1A, ainsi que l’expression de Tau a été évaluée 

par western blotting. Pour les deux traitements, l’expression de la GAPDH a été contrôlée en tant que 

témoin de charge. 
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C. Inhibition, in vitro, de l’activité kinase de DYRK1A 

par les polyandrocarpamines 

Les polyandrocarpamines sont des molécules naturelles issues d’ascidies 

marines dont la structure ressemble aux leucettines. Leur activité sur DYRK1A a été 

découverte lors du screening de nombreuses molécules à travers un test kinases. Le 

test mis en place avec les leucettines, quant à la détection de l’activité de DYRK1A 

intracellulaire, a également été utilisé pour tester l’effet des polyandrocarpamines. 

Après une étude de dose-réponse des composés actifs, la meilleure dose efficace a 

été conservée. Un article a été rédigé et a été soumis le 30 août au journal « Marine 

drugs ». Ma contribution a été de tester les effets des polyandrocarpamines et 

d’autres aminoimidazolinones sur la phosphorylation de la Thr286 de la cycline D1 

dans le système cellulaire décrit ci-dessus. 

 

Article : « Marine derived 2-aminoimidazolinone alkaloids. 

Leucettamine B -related polyandrocarpamines inhibit mammalian 

and protozoan DYRK & CLK kinases. » 
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III. Inhibition pharmacologique de CDK5, une 

protéine kinase impliquée dans les 

traumatismes crâniens, les AVC et la maladie 

d’Alzheimer 

Une collaboration entre ManRos Therapeutics et le SUNY Downstate Medical 

Center de New York a permis de débuter un projet portant sur l’implication de CDK5 

(Cyclin-dependent kinase 5) dans les traumatismes crâniens. Lors de ces lésions, 

une hyperphosphorylation de la protéine Tau sur certains sites spécifiques, a priori 

induite par CDK5, conduit à des déficits de la mémoire ainsi qu’à des formes de 

démence. La roscovitine, un inhibiteur de CDK5 développé par ManRos 

Therapeutics, semble corriger ces dysfonctionnements et, par conséquent, limiter les 

risques de démence. Mon travail a consisté à compléter les travaux réalisés in vivo 

aux Etats-Unis en analysant in vitro, sur une lignée cellulaire surexprimant la protéine 

Tau humaine, les effets de la roscovitine en termes de phosphorylation de Tau et de 

survie cellulaire. 

 

Dans un premier temps, nous avons cherché à déterminer le temps de 

traitement nécessaire pour visualiser l’effet de la roscovitine sur les phosphorylations 

de Tau. Pour cela nous avons réalisé une cinétique de 1 à 24 heures avec trois 

doses de roscovitine (figure 30). Un traitement de 6 heures semble optimal afin 

d’estimer l’inhibition de CDK5 et d’apprécier son effet dose-dépendant. 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’efficacité d’inhibition de CDK5 par la 

roscovitine via la phosphorylation de Tau au niveau de la Ser202 et de la Thr231 

(figure 31). La roscovitine inhibe les deux sites de phosphorylation testés, avec une 

IC50 observée de 10,8 µM et 31,3 µM pour pT231 et pS202 respectivement. Cela 

confirmerait donc le fait que ces deux sites soient principalement phosphorylés par 

CDK5. 
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Figure 30 : Cinétique de la down-régulation de la phosphorylation de Tau par 3 doses de 

roscovitine. Les cellules SH-SY5Y-P301L ont été exposées pendant 1 à 24 heures à 0, 25, 50 ou 

100 µM de roscovitine. Le niveau de phosphorylation de la Thr231 et de la Thr202 de Tau, ainsi que 

l’expression de Tau totale a été évaluée par western blotting. L’expression de la GAPDH a été 

contrôlée en tant que témoin de charge. 

 

  

Figure 31 : La down-régulation de la phosphorylation de Tau, de manière dose-dépendante, est 

induite par la roscovitine. Les cellules SH-SY5Y-P301L ont été exposées pendant 6 heures à une 

gamme de concentration de roscovitine. Le niveau de phosphorylation de la Thr231 et de la Thr202 

de Tau, ainsi que l’expression de Tau totale ont été évalués par western blotting. L’expression de la 

GAPDH a été contrôlée en tant que témoin de charge (A). La quantification des phosphorylations de 

Tau (moyenne, avec écart-type standard de 3 expériences indépendantes) a été normalisée par la 

quantification de Tau totale, puis comparée à la quantification moyenne des contrôles DMSO (B). 

 

Afin de vérifier que les phosphorylations de Tau observées sont spécifiques des 

CDK, nous avons testé plusieurs inhibiteurs de différentes familles de kinases (figure 

32). Il semblerait que la phosphorylation de la Thr231 soit relativement spécifique de 

CDK5, tandis que celle de la Ser202 est aussi inhibée par IC261, un inhibiteur de 

A B 
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CK1 (mais inhibant CDK5 à plus forte dose : IC50 à 16 µM et 4,5 mM pour CK1 et 

CDK5 respectivement selon la littérature). 

 

 

Figure 32 : La phosphorylation de Tau n’est pas induite par des kinases autres que celles 

ciblées par la roscovitine ou le S-CR8. Les cellules SH-SY5Y-P301L ont été exposées pendant 6 

heures à des inhibiteurs pharmacologiques de CDK (roscovitine, N&N1, (S)-CR8, MR4, SCH72965, 

SNS-032, AT7519), CK1 (IC261, D4476, DRF053), DYRK/CLK (Leucettine L41, harmine, TG003), 

MEK1 (UO126, PD098059), à un inhibiteur de kinases général (staurosporine) ou à des inhibiteurs de 

kinase inactifs dérivés de la roscovitine (N6-methyl-roscovitine) ou du (S)-CR8 (N6-methyl-(S)-CR8). 

Tous les inhibiteurs ont été testés à 25, 50 et 100 µM, excepté la staurosporine (0,2, 0,6 et 2 µM). Le 

niveau de phosphorylation de la Thr231 et de la Thr202 de Tau, ainsi que l’expression de Tau totale 

ont été évalués par western blotting. L’expression de la GAPDH a été contrôlée en tant que témoin de 

charge. 

 

Pour aller plus loin, nous avons ensuite testé l’effet de la roscovitine et de deux 

de ses dérivés de manière dose-dépendante (figure 33). Le (S)-CR8 et le N-N1 sont 

plus efficaces que la roscovitine quant à l’inhibition des phosphorylations de Tau au 

niveau de ses Thr231 et Ser202. Cependant, cet effet est corrélé à une toxicité 

assez importante de ces molécules au-delà de 25 µM. 
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Figure 33 : La down-régulation de la phosphorylation de Tau, de manière dose-dépendante, est 

induite par les kinases inhibées par la roscovitine, le (S)-CR8 et le N-N1. Les cellules SH-SY5Y-

P301L ont été exposées pendant 6 heures à une gamme de concentration de roscovitine, de (S)-CR8 

ou de N-N1. Le niveau de phosphorylation de la Thr231 et de la Thr202 de Tau, ainsi que l’expression 

de Tau totale ont été évalués par western blotting. L’expression de la GAPDH a été contrôlée en tant 

que témoin de charge. 

 

CDK5 est une protéine indispensable au développement neuronal,359,360 à la 

plasticité synaptique, à l’apprentissage et à la mémoire.361–363 L’interaction de CDK5 

avec p35 ou p39 est essentielle à son activation.364–366 Les lésions neurotoxiques, 

tels que les amyloïdes β augmentent la concentration de calcium intracellulaire,367 

provoquant l’activation de la caplain responsable du clivage de p35 en p25,368–372 

engendrant alors une activité aberrante et anormale de CDK5. Ce même schéma, 

résultant en une neurotoxicité, est également observé suite à une ischémie et 

contribue aux AVC.373 Les patients souffrants de traumatismes crâniens montrent 

certaines caractéristiques communes avec les patients présentant des maladies 

dégénératives : l’accumulation de peptides amyloïdes β, de Tau, de presenilin 1, α-

synuclein.374,375 Par ailleurs, un seul épisode de traumatisme modéré à sévère 

pourrait être suffisant pour faciliter le développement de maladies 

neurodégénératives. En effet, les traumatismes crâniens induisent la formation de 

p25, et donc une activation aberrante de CDK5/p25, induisant alors une 

phosphorylation aberrante des protéines Tau et Retinoblastoma (Rb). L’atténuation 

de l’activité de CDK5 permet de réduire le volume des lésions et de maintenir les 

réponses neurophysiologiques. CDK5 contribuerait donc à la progression des 

traumatismes crâniens et cibler son activation aberrante serait une cible appropriée 

pour une thérapie.376 En ciblant CDK5, la roscovitine permet une diminution de la 

phosphorylation de Tau au niveau de deux sites impliqués dans le processus 

d’enchevêtrement neurofibrillaire. De plus, les tests, réalisés aux Etats-Unis, sur les 

souris sont prometteurs. Cependant, la roscovitine n’est pas très sélective et son 

action inhibitrice sur des kinases autres que CDK5 pourrait conduire à des effets 
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indésirables. Par conséquent, le développement d’un inhibiteur spécifique de CDK5 

est un enjeu pour ManRos Therapeutics. 
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I. Implication des pesticides dans la 

production de peptides amyloïdes 

De nombreux produits naturels et synthétiques ont été testés quant à leur 

potentiel alzheimerigène. Parmi eux, deux familles de pesticides ont été étudiées 

plus en détail : les triazines et les pyrazoles. Plusieurs tests cellulaires ont démontré 

la capacité de certains de ces pesticides à induire la production de formes longues 

de peptides amyloïdes ; ces derniers étant bien connus pour leur tendance à 

s’agréger, formant ainsi des oligomères toxiques et impliqués dans les processus 

menant à la MA. Le mécanisme d’action de ces pesticides pourrait impliquer des 

effets sur la γ-sécrétase ou sur son micro-environnement. En effet ces composés 

induisent la production d’Aβ42, augmentant alors le ratio Aβ42/Aβ40, et un 

mécanisme similaire a été observé sur d’autres substrats de la γ-sécrétase. Des 

études plus approfondies sur le fipronil, un insecticide de la famille des pyrazoles, et 

quelques-uns de ses métabolites et photoproduits, ont montré leur implication dans 

la modification du clivage d’APP par une γ-sécrétase purifiée. Des analyses 

protéomiques et phosphoprotéomiques sur les effets cellulaires du fipronil sulfone, 

métabolite majoritaire du fipronil, ont été entrepris. Cette molécule semble jouer un 

rôle dans les voies de signalisation impliquées dans la MA, le cycle cellulaire et le 

stress oxydatif. Un examen plus approfondi de ces données permettrait, 

éventuellement, de découvrir des pistes intéressantes quant aux mécanismes 

menant à l’apparition, au développement et à l’accélération de la MA. 

Par ailleurs, les études sur les animaux ont montré une biotransformation du 

fipronil en fipronil sulfone et une accumulation de ce dernier dans le sang, le cerveau 

et principalement dans les tissus adipeux. Une étude, à plus long terme, sur le point 

de débuter, vise à analyser la capacité du fipronil à induire, in vivo, la production de 

long peptides Aβ dans le cerveau. Le comportement des animaux sera également 

examiné. Cela permettrait d’en apprendre plus sur les risques encourus suite à 

l’exposition à cet insecticide, ainsi que de mettre au point un modèle chimio-induit de 

la MA. 

Ces pesticides, faisant partie des composés chimiques auxquels nous sommes 

exposés régulièrement (le « Human Chemical Exposome ») pourraient constituer 
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une partie des facteurs environnementaux contribuant à l’apparition, au 

développement et à l’accélération de la MA. C’est pourquoi il est important de 

poursuivre ces études afin de prévenir des dangers possibles liés à l’utilisation de 

ces produits. 

 

 

II. Inhibition pharmacologique de DYRK1A, une 

protéine kinase impliquée dans la maladie 

d’Alzheimer 

L’inhibition pharmacologique de DYRK1A est un enjeu de ManRos 

Therapeutics afin de développer un traitement contre la MA et la T21. Beaucoup de 

molécules, parmi les leucettines, les RCZ et les polyandrocarpamines ont été 

testées. L’action de certaines sur l’activité de DYRK1A est indubitable mais leur 

manque de spécificité ou de capacité à passer la membrane plasmique sont des 

problèmes majeurs. Les tests de relation structure-activité aboutissant à 

l’optimisation des inhibiteurs de DYRK1A sont toujours en cours au sein de 

l’entreprise et avec l’aide de quelques collaborations. 

Même si l’interaction entre la L41 et DYRK1A a été démontrée, les autres cibles 

de cet inhibiteur ne sont pas toutes connues. Afin d’identifier ces cibles, deux types 

d’analyses protéiques ont déjà débuté : d’une part, une analyse par spectrométrie de 

masse examinant le protéome ainsi que le phosphoprotéome modifié par l’exposition 

à la leucettine L41, et d’autre part, une analyse par micro-array sur un panel 

d’anticorps et de phospho-anticorps. Ces études aideront à la compréhension du 

mécanisme d’action de la leucettine L41 et de ses dérivés, ainsi qu’à l’optimisation 

de la structure chimique des prochaines leucettines, afin qu’elles soient plus actives, 

plus sélectives et moins toxiques. 
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III. Inhibition pharmacologique de CDK5, une 

protéine kinase impliquée dans les 

traumatismes crâniens, les AVC et la maladie 

d’Alzheimer 

Les traumatismes crâniens touchent entre 7,3 et 811 personnes sur 100 000 en 

un an selon les pays ; l’Europe Occidentale étant la région la moins impactée, à 

l’opposé de la Nouvelle-Zélande. Le nombre de personnes hospitalisées en France 

pour un traumatisme crânien est estimé à 120 000 par an, d’après l’association 

« UNAFTC », et à un million aux Etats-Unis. Les AVC, quant à eux, représentent la 

première cause de handicap acquis chez l’adulte, la deuxième cause de démence 

après la MA, et la deuxième cause de mortalité. Le nombre de cas par an en France 

est estimé à plus de 130 000, plus de 795 000 aux Etats-Unis et environ 15 millions 

dans le monde dont 5 millions en décèdent et 5 autres millions en auront des 

séquelles à vie. Le nombre annuel mondial de personnes touchées par les AVC est 

estimé à 23 millions en 2030. CDK5 étant impliquée dans ces deux pathologies ainsi 

que dans la MA, le développement d’un inhibiteur de cette kinase est une piste 

intéressante. 

Un modèle murin de traumatisme crânien, mis au point par des collaborateurs à 

New York, démontre l’efficacité de la roscovitine quant à l’amélioration des capacités 

neurologiques suite à un tel incident. Nos tests cellulaires confirment la faculté de la 

roscovitine à diminuer les sites de phosphorylation de Tau impliqués dans ces 

pathologies. Cependant, l’action inhibitrice de la roscovitine sur des kinases autres 

que CDK5 pourrait conduire à des effets indésirables. Par conséquent, le 

développement d’un inhibiteur spécifique de CDK5 serait un enjeu pour ManRos 

Therapeutics. 
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I. Culture cellulaire 

Les cellules Neuro2a-APP695 (N2a-APP695, don du Dr. Marc Flajolet, 

Rockefeller Institut, New York, USA) sont cultivées dans du DMEM (Dulbecco’s 

minimal essential medium) / OptiMEM (1:1 v/v, Gibco®), supplémenté par 5% de 

sérum de veau fœtal décomplémenté (FBS, Gibco®) et 200 µg/mL de Geneticin 

G418 (HyClone Laboratories, Inc.®), dans un incubateur à 37°C, à 5% de CO2, en 

atmosphère humide. Les cellules sont diluées tous les 2-3 jours. Brièvement, le 

milieu usagé est retiré, puis les cellules sont rincées deux fois au PBS. Elles sont 

ensuite décollées avec du Versene (Gibco®) pendant 5 min à température ambiante, 

puis récoltées et centrifugées 3 min à 1000 rpm. Le culot est resuspendu dans du 

milieu de culture et les cellules sont réensemencées au 1/8. 

 

Les cellules SH-SY5Y (don du Dr. Jean Bernard, Institut Gustave Roussy, 

Villejuif, France) sont cultivées dans du DMEM-F12 (Gibco®), supplémenté par 10% 

de sérum de veau fœtal décomplémenté (FBS, Gibco®) et 1% de 

Pénicilline/Streptomycine (Gibco®), dans un incubateur à 37°C, à 5% de CO2, en 

atmosphère humide. Les cellules sont diluées tous les 4-5 jours. Brièvement, le 

milieu usagé est retiré, puis les cellules sont rincées une fois au PBS. Elles sont 

ensuite décollées avec du la Trypsine (Gibco®) pendant 3 min à 37°C, puis récoltées 

et centrifugées 3 min à 1000 rpm. Le culot est resuspendu dans du milieu de culture 

et les cellules sont réensemencées au 1/3. 

Les cellules SH-SY5Y-D1A et SH-SY5Y-KD (don du Dr. Walter Becker, 

Institute of Pharmacology and Toxycology, Aachen University, Germany), ainsi que 

les SH-SY5Y-Tau4R et SH-SY5Y-P301L (don du Pr. Fred Van Leuven, Department 

of Human Genetics, KU Leuven, Belgium), sont cultivées de la même façon. 

 

Les cellules HT22 (Salk Institute, La Jolla, USA) et CHO-7PA2 sont cultivées 

dans du DMEM (Gibco®), supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal 

décomplémenté (FBS, Gibco®) et 1% de Pénicilline/Streptomycine (Gibco®), dans 

un incubateur à 37°C, à 5% de CO2, en atmosphère humide. Les cellules sont 

diluées tous les 2-3 jours. Brièvement, le milieu usagé est retiré, puis les cellules 

sont rincées une fois au PBS. Elles sont ensuite décollées avec du la Trypsine 
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(Gibco®) pendant 3 min à 37°C, puis récoltées et centrifugées 3 min à 1000 rpm. Le 

culot est resuspendu dans du milieu de culture et les cellules sont réensemencées 

au 1/10. 

 

II. Western blot 

Traitement des cellules 

Les cellules sont ensemencées à 1,5.106 cellules/P60 dans leurs milieux de 

culture respectifs, puis sont incubées la nuit à 37°C, à 5% de CO2, en atmosphère 

humide. Les composés testés sont ajoutés dans le milieu pour une concentration 

finale en DMSO à 0,1% et les cellules sont incubées pendant des périodes variables 

à 37°C, à 5% de CO2, en atmosphère humide. 

 

Extraction et dosage protéique 

Le milieu est retiré et les cellules sont rincées au PBS, puis grattées dans 500 

µL de PBS supplémenté en inhibiteurs de protéases (inhibitor cocktail, Roche). Elles 

sont ensuite centrifugées 10 min à 21100 g à 4°C. Le culot cellulaire est lysé dans du 

tampon PY [25 mM MOPS (Sigma), 15 mM EGTA (Sigma), 15 mM Magnesium 

chloride (MgCl2, Sigma), 60 mM β-glycerophosphate (C3H7Na2O6P, Sigma), 15 mM 

p-nitrophenylphosphate (pNPP, Sigma), 2 mM DL-Dithithreitol (DTT, Sigma), 1 mM 

Orthovanadate de sodium (Na3VO4, Sigma), 1 mM Sodium fluoride (NaF, Sigma), 1 

mM Di sodium phenylphosphate (Na2PP, Sigma), 1X Inhibiteur de protéases 

(Roche), pH 7,2] supplémenté avec 0,1% de Nonidet P-40. Après avoir vortexé les 

extraits cellulaires 10 sec, ils sont centrifugés 10 min à 21100 g à 4°C, et la 

concentration protéique des surnageants est déterminée par un dosage « DC protein 

assay » (adapté de Lowry et al. (1951), Bio-Rad). 

 

Préparation des échantillons, électrophorèse et transfert 

Les extraits protéiques sont dilués au ½ dans du tampon de dépôt 2X (Novex™ 

NuPAGE™ LDS sample buffer, Life Technologies) et dénaturés 3 min à 95°C. Les 

échantillons (20 µg de protéines totales) sont déposés sur des gels pré-coulés 

(Novex™ NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris, Invitrogen). La migration des protéines est 

réalisée dans un tampon MOPS (Novex™ NuPAGE™ MOPS SDS Running Buffer, 
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Invitrogen) et le transfert est effectué sur une membrane de nitrocellulose (0,2 µM, 

Trans-Blot® Turbo™ Nitrocellulose Transfer Packs, Bio-Rad). La membrane est 

alors bloquée afin de limiter les interactions aspécifiques à l’aide d’une incubation 

d’1h dans 5% lait (Régilait®) solubilisé dans du TBST (TBS (Fisher Scientific®) 

contenant 0,1% de Tween-20 (Sigma)).  

 

Incubation des anticorps et révélation 

Les anticorps primaires sont incubés sur la nuit à 4°C ou 2h à température 

ambiante. Les anticorps secondaires (Bio-Rad) sont incubés 1h à température 

ambiante. Enfin, les membranes sont révélées à l’aide d’une solution d’ECL maison 

(100 mM Tris, 1,25 mM Luminol, 225 µM Acide Coumaric, 0,009% eau oxygénée) et 

d’un système de chemioluminescence (Fusion FX7, Vilber Lourmat). 
 

Projet Anticorps Fabricant Dilution Temps d’incubation 

DYRK1A 

Tau totale Abcam 1/3000 La nuit 

pT212-Tau Abcam 1/2000 La nuit 

AT8 (pS202/T205-Tau) Innogenetics 1/2000 La nuit 

Cycline D1 Cell Signaling 1/2000 La nuit 

pT286-Cycline D1 Cell Signaling 1/2000 La nuit 

DYRK1A Abnova 1/2000 2h 

 GAPDH Bio-Rad 1/30000 2h 

CDK5 

Tau totale 
Fournis par le  
Dr. Rubenstein 

1/1000 2h 

pT231-Tau 1/500 2h 

pS202-Tau 1/500 2h 

 

III. Capture ELISA 

Préparation des échantillons 

Les cellules N2aAPP695 sont ensemencées à 10000 cellules/puits, dans 100 µL 

de milieu modifié (0,5% de FBS) dans des plaques 96 puits et incubées pendant la 

nuit. Les cellules sont ensuite traitées avec les différents composés à tester, dilués 

dans du milieu frais (quantité identique de DMSO (Sigma) pour chaque traitement), 

puis incubées pendant 18h à 37°C et 5% de CO2.  

 

Capture ELISA 

Les quantités de peptides Aβ38, Aβ40 et Aβ42 sont mesurés à l’aide d’une 

technique de capture ELISA utilisant une combinaison d'anticorps monoclonal 6E10 

(BioLegend®) dirigé contre la partie NTF du peptide Aβ (acides aminées 1-16), et 
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d’anticorps polyclonaux biotinylés dirigés spécifiquement contre Aβ38, Aβ40 ou Aβ42 

(fournis par le Dr. PD Mehta, IBR, Staten Island, USA). Brièvement, l’anticorps 6E10 

est dilué dans un tampon carbonate-bicarbonate (15,10 mM de carbonate de sodium 

(Na2CO3, Sigma®), 35,11 mM de bicarbonate de sodium (NaHCO3, Sigma®), pH 

9,6). 100 µL de cette solution sont ensuite déposés dans chacun des puits de la 

plaque de microtitration (Nunc®, MaxisorpTM) et incubés la nuit à 4°C. Les puits sont 

lavés 3 fois avec 300 µL de PBST (PBS (PBS Tablets, Gibco®) contenant 0,05% de 

Tween-20 (Sigma®)), et bloqués pendant 1h avec 200 µL de BSA (Sigma®) à 1% 

dans du PBST afin d’éviter toutes liaisons aspécifiques. Après une étape de lavage, 

60 µL des échantillons sont mis en contact et incubés 2h à température ambiante 

puis la nuit à 4°C. Les puits sont de nouveau lavés de la même façon avant d’y 

ajouter 100 µL d'anticorps polyclonal biotinylé (dirigé contre Aβ38, Aβ40 ou Aβ42), 

dilué dans du PBST contenant 0,5% de BSA, et incubé 75 min à température 

ambiante. Suite à une autre étape de lavage, 100 µL d’une solution à 0,2 µg/mL de 

streptavidine couplée HRP (Streptavidin-PolyHRP, Thermo Scientific® Pierce®), 

diluée dans du PBS contenant 1% de BSA, sont ajoutés dans les puits et incubés 45 

min à température ambiante. Après un dernier lavage, 100 µL d’O-phénylènediamine 

dichlorhydrate (1 tablette (OPD tablets, Invitrogen®) solubilisée dans 12 mL de 

tampon citrate (490,15 mM d’acide citrique monohydrate (C6H8O7, H2O, Sigma®), 

50,71 mM de phosphate de sodium dibasic dodecahydrate (Na2HPO4, 12H2O, 

Sigma®), 0,03% d’eau oxygénée (H2O2, Sigma®), pH 5,0)) sont ajoutés dans chaque 

puits. La plaque est incubée 15 min à température ambiante, à l’obscurité et la 

réaction est arrêtée avec 100 µL d'acide sulfurique 1N. La densité optique est ensuite 

mesurée à 490 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques (BioTek Instrument, El 800, 

Gen 5 software). 

 

IV. Test de viabilité cellulaire 

Les composés testés proviennent de Sigma®, sauf indication contraire 

mentionnée dans les articles. 

 

Préparation des cellules en comparaison au test de capture ELISA 



Morgane Cam   –   Thèse de doctorat (2014 – 2017) 

207 | 248 

Les cellules N2aAPP695 sont ensemencées à 10000 cellules/puits, dans 100 µL 

de milieu modifié (0,5% de FBS) dans des plaques 96 puits et incubées pendant la 

nuit. Les cellules sont ensuite traitées avec les différents composés à tester, dilués 

dans du milieu frais (quantité identique de DMSO pour chaque traitement), puis 

incubées pendant 18h à 37°C et 5% de CO2.  

 

Préparation des cellules pour les tests classiques de viabilité cellulaire 

Les cellules sont ensemencées à 10000 cellules/puits (N2a-APP695), 5000 

cellules/puits (HT22) ou 50000 cellules/puits (SH-SY5Y-Tau4R) dans 100 µL de 

milieu dans des plaques 96 puits et incubées pendant la nuit. Les cellules sont 

ensuite traitées avec les différents composés à tester, dilués dans du milieu frais 

(quantité identique de DMSO pour chaque traitement), puis incubées pendant le 

temps désiré à 37°C et 5% de CO2. 

 

Mesure de la viabilité cellulaire 

La viabilité cellulaire est mesurée à l’aide d’un test MTS (CellTiter 96® 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega®). La solution contient un 

composé tetrazolium [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt; MTS] et un réactif de couplage d’électrons 

(phenazine ethosulfate; PES). Ensuite, 20 µL de réactif MTS sont ajoutés dans 

chaque puits contenant 100 µL de milieu de culture puis incubés pendant 1h30 (N2a-

APP695, HT22) ou 3h (SH-SY5Y-Tau4R) à 37°C, 5% de CO2, en atmosphère humide. 

La densité optique est ensuite mesurée à 490Δ630 nm à l’aide d’un lecteur de 

microplaques (BioTek Instrument, El 800, Gen 5 software). 

 

V. Analyse de spectrométrie de masse 

Les cellules N2aAPP695 ont été détachées de la plaque avec du Versene, 

centrifugées pendant 3 min à 1000 tr/min et mises en suspension dans 10 ml de 

milieu. Les cellules ont été comptées et ensemencées dans des plaques de 100 mm 

de diamètre à 8.106 cellules/plaque. Le milieu utilisé était du DMEM/OptiMEM (1:1) 

complété par 0,5% de FBS. Le deuxième jour, les cellules ont été traitées avec 5 mL 

de milieux frais contenant 1 μM de DAPT ou DMSO comme témoin. Après 1 heure, 5 
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ou 20 uM de fipronil sulfone ou DMSO ont été ajoutés à une concentration finale de 

DMSO de 0,2 % (0,1% pour DAPT + 0,1% pour fipronil sulfone) pendant 18 h. Le 

troisième jour, le milieu a été recueilli dans des tubes de 15 mL (1 tube par 

condition). Les tubes ont été homogénéisés et 200 µL ont été réservés pour l'analyse 

ELISA (test de capture ELISA). Les 4,8 mL restants ont été congelés dans l’azote 

liquide, conservés à -80°C et analysés par spectrométrie de masse. Les cellules ont 

été rincées dans 5 mL de PBS, grattées dans 1 mL de PBS supplémenté en 

inhibiteurs de protéases et centrifugées 10 min à 21100 g à 4°C. Les culots 

cellulaires ont été congelés dans l’azote liquide, conservés à -80 ° C et analysés par 

spectrométrie de masse. Le même protocole a été suivi pour les cellules traitées à 

l’aftin-5, au dipropetryn et au terbutryn, à l’exception de l’absence de prétraitement 

au DAPT, et donc une concentration finale de 0.1% de DMSO. 

L’analyse par spectrométrie de masse a été réalisée par une collaboration à 

Southampton, en Angleterre. Après réception des listes de protéines (indiquées par 

leur numéro d’accession Uniprot), nous les avons examinées et comparées entre 

elles. L’analyse fonctionnelle a été réalisée à l’aide de la plateforme « DAVID 

analysis ». Les voies de signalisation, les processus biologiques, les compartiments 

cellulaires et les fonctions moléculaires ressortant de ces analyses ont été 

sélectionnés de la manière suivante : p-value < 0.01, FDR < 0.05 et Fold enrichment 

> 1.5. (FDR = False Discovery Rate) 
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Annexe 1 : Analyse fonctionnelle des protéines 

différentiellement exprimées dans les 

N2aAPP695 traitées à l’aftin-5 par rapport au 

DMSO. 

 

Category Term Count % P-Value 
Fold 

Enrichment 
FDR 

Pathway Neurotrophin signaling pathway 25 1.7 3.40E-05 2.5 4.20E-02 

Biological 

process 

cytoskeleton organization 52 3.6 1.30E-07 2.2 2.40E-04 

DNA replication 28 1.9 1.20E-05 2.5 2.10E-02 

DNA metabolic process 56 3.9 1.40E-05 1.8 2.50E-02 

spindle organization 11 0.8 1.50E-05 5.4 2.70E-02 

Cellular 

compartment 

cytoskeleton 125 8.7 1.30E-08 1.7 1.90E-05 

intracellular non-membrane-bounded organelle 188 13.1 3.40E-08 1.5 4.80E-05 

non-membrane-bounded organelle 188 13.1 3.40E-08 1.5 4.80E-05 

cytoskeletal part 90 6.2 3.30E-07 1.7 4.70E-04 

actin cytoskeleton 34 2.4 2.50E-06 2.5 3.50E-03 

microtubule cytoskeleton 56 3.9 1.20E-05 1.8 1.70E-02 

spindle 21 1.5 3.50E-05 2.9 5.00E-02 

Molecular 

function 

adenyl ribonucleotide binding 169 11.7 2.30E-11 1.6 3.50E-08 

nucleoside binding 176 12.2 5.70E-11 1.6 8.80E-08 

adenyl nucleotide binding 174 12.1 5.80E-11 1.6 9.00E-08 

ATP binding 166 11.5 5.80E-11 1.6 9.10E-08 

purine nucleoside binding 175 12.2 6.30E-11 1.6 9.80E-08 

purine ribonucleotide binding 195 13.5 1.30E-10 1.5 2.00E-07 

ribonucleotide binding 195 13.5 1.30E-10 1.5 2.00E-07 

purine nucleotide binding 200 13.9 2.60E-10 1.5 4.10E-07 

protein kinase activity 78 5.4 4.30E-08 1.9 6.70E-05 

protein serine/threonine kinase activity 56 3.9 5.40E-06 1.9 8.40E-03 

actin binding 42 2.9 1.10E-05 2.1 1.70E-02 

cytoskeletal protein binding 54 3.8 1.40E-05 1.9 2.20E-02 
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Annexe 2 : Analyse fonctionnelle des protéines 

différentiellement exprimées dans les 

N2aAPP695 traitées au dipropetryn par rapport 

au DMSO. 

 

Category Term Count % P-Value 
Fold 

Enrichment 
FDR 

Pathway 

Oxidative phosphorylation 27 2 1.80E-07 3.2 2.20E-04 

Parkinson's disease 27 2 2.90E-07 3.1 3.60E-04 

Alzheimer's disease 31 2.3 1.70E-06 2.6 2.00E-03 

Pyrimidine metabolism 19 1.4 3.70E-05 3 4.50E-02 

Biological 

process 

microtubule-based process 34 2.5 3.20E-06 2.4 5.70E-03 

modification-dependent macromolecule catabolic 

process 

62 4.6 3.90E-06 1.8 6.90E-03 

modification-dependent protein catabolic process 62 4.6 3.90E-06 1.8 6.90E-03 

cellular protein catabolic process 64 4.7 5.80E-06 1.8 1.00E-02 

protein catabolic process 65 4.8 9.00E-06 1.8 1.60E-02 

proteolysis involved in cellular protein catabolic process 63 4.6 9.50E-06 1.8 1.70E-02 

DNA metabolic process 52 3.8 1.90E-05 1.9 3.40E-02 

Cellular 

compartment 

mitochondrion 141 10.4 2.80E-09 1.6 3.90E-06 

respiratory chain 20 1.5 1.80E-08 4.7 2.50E-05 

organelle membrane 90 6.6 6.30E-07 1.7 8.90E-04 

mitochondrial envelope 53 3.9 7.00E-07 2.1 9.90E-04 

organelle envelope 66 4.9 1.10E-06 1.9 1.60E-03 

envelope 66 4.9 1.30E-06 1.9 1.80E-03 

mitochondrial membrane 50 3.7 1.40E-06 2.1 2.00E-03 

organelle inner membrane 43 3.2 6.10E-06 2.1 8.70E-03 

mitochondrial part 61 4.5 1.40E-05 1.8 2.00E-02 

mitochondrial inner membrane 40 2.9 2.20E-05 2.1 3.10E-02 

cytoskeleton 108 8 3.60E-05 1.5 5.00E-02 
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Annexe 3 : Analyse fonctionnelle des protéines 

différentiellement exprimées dans les 

N2aAPP695 traitées au terbutryn par rapport au 

DMSO. 

 

Category Term Count % P-Value 
Fold 

Enrichment 
FDR 

Pathway 
Pyrimidine metabolism 29 1.8 1.30E-09 3.7 1.60E-06 

Purine metabolism 30 1.9 2.40E-05 2.3 2.90E-02 

Biological 

process 

cell cycle 84 5.2 9.30E-07 1.7 1.70E-03 

DNA replication 32 2 9.50E-07 2.6 1.70E-03 

DNA metabolic process 63 3.9 1.70E-06 1.9 3.00E-03 

microtubule-based process 38 2.4 4.10E-06 2.3 7.40E-03 

protein localization 94 5.8 1.20E-05 1.6 2.20E-02 

cell cycle process 57 3.5 1.40E-05 1.8 2.60E-02 

cell division 44 2.7 2.50E-05 2 4.60E-02 

Cellular 

compartment 

mitochondrion 206 12.7 4.80E-22 1.9 6.90E-19 

mitochondrial envelope 73 4.5 1.80E-11 2.3 2.60E-08 

mitochondrial membrane 70 4.3 2.10E-11 2.4 3.00E-08 

organelle membrane 119 7.4 8.30E-11 1.8 1.20E-07 

organelle envelope 89 5.5 9.30E-11 2 1.30E-07 

mitochondrial part 87 5.4 1.10E-10 2.1 1.50E-07 

envelope 89 5.5 1.10E-10 2 1.60E-07 

organelle inner membrane 57 3.5 8.80E-09 2.3 1.30E-05 

mitochondrial inner membrane 53 3.3 6.30E-08 2.2 9.00E-05 

endoplasmic reticulum 104 6.4 7.50E-06 1.5 1.10E-02 

mitochondrial outer membrane 20 1.2 1.50E-05 3.1 2.10E-02 

organelle outer membrane 21 1.3 1.50E-05 3 2.10E-02 

outer membrane 21 1.3 2.50E-05 2.9 3.60E-02 

Molecular 

function 

ribonucleotide binding 210 13 5.50E-10 1.5 8.60E-07 

purine ribonucleotide binding 210 13 5.50E-10 1.5 8.60E-07 

purine nucleotide binding 216 13.4 8.70E-10 1.5 1.40E-06 

adenyl ribonucleotide binding 173 10.7 1.10E-08 1.5 1.80E-05 

adenyl nucleotide binding 179 11.1 1.90E-08 1.5 3.00E-05 

nucleoside binding 181 11.2 2.00E-08 1.5 3.10E-05 

purine nucleoside binding 180 11.1 2.10E-08 1.5 3.30E-05 

ATP binding 169 10.5 3.90E-08 1.5 6.20E-05 

DNA-directed DNA polymerase activity 12 0.7 8.70E-06 5.1 1.40E-02 
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Annexe 4 : Analyse fonctionnelle des protéines 

différentiellement exprimées dans les 

N2aAPP695 traitées au fipronil sulfone par 

rapport au DMSO. 

 

Category Term Count % P-Value 
Fold 

Enrichment 
FDR 

Pathway 

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 50 3.1 6.3E-18 4.0 8.3E-15 

Alzheimer's disease 50 3.1 1.7E-15 3.6 2.2E-12 

Parkinson's disease 43 2.7 9.9E-14 3.6 1.3E-10 

Oxidative phosphorylation 40 2.5 9.1E-13 3.6 1.2E-9 

Huntington's disease 47 2.9 1.3E-11 3.0 1.7E-8 

Ribosome 35 2.2 5.0E-9 3.0 6.6E-6 

Metabolic pathways 153 9.5 2.7E-8 1.5 3.5E-5 

Cell cycle 25 1.6 3.1E-5 2.5 4.1E-2 

Biological 

process 

mitochondrial translation 22 1.4 5.7E-15 8.0 1.1E-11 

translation 78 4.9 3.4E-14 2.5 6.4E-11 

oxidation-reduction process 93 5.8 3.7E-8 1.8 6.9E-5 

cell cycle 85 5.3 1.2E-7 1.8 2.2E-4 

regulation of cell cycle 24 1.5 1.1E-5 2.8 2.0E-2 

Cellular 

compartment 

mitochondrion 305 19.0 7,1E-48 2.3 1,1E-44 

ribosome 61 3.8 1,2E-22 4.3 1,9E-19 

mitochondrial respiratory chain complex I 31 1.9 1,6E-22 8.7 2,4E-19 

mitochondrial large ribosomal subunit 27 1.7 2,5E-21 9.6 3,7E-18 

mitochondrial inner membrane 89 5.5 3,5E-21 3.0 5,2E-18 

respiratory chain 33 2.1 3,5E-21 7.5 5,2E-18 

intracellular ribonucleoprotein complex 70 4.4 1,6E-15 2.9 2,5E-12 

mitochondrial small ribosomal subunit 19 1.2 4,2E-14 8.9 6,3E-11 

mitochondrial ribosome 18 1.1 5,3E-14 9.5 8,0E-11 

mitochondrial matrix 38 2.4 7,4E-8 2.7 1,1E-4 

mitochondrial membrane 23 1.4 5,8E-6 3.0 8,7E-3 

Molecular 

function 

structural constituent of ribosome 66 4.1 3,5E-18 3.3 5,7E-15 

NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity 21 1.3 3,1E-14 8.0 5,0E-11 

iron-sulfur cluster binding 25 1.6 1,1E-11 5.2 1,8E-8 

4 iron, 4 sulfur cluster binding 19 1.2 1,2E-10 6.3 1,9E-7 

poly(A) RNA binding 141 8.8 5,5E-10 1.7 8,9E-7 

transferase activity 164 10.2 1,8E-7 1.5 2,9E-4 

NADH dehydrogenase activity 9 0.6 9,1E-7 9.2 1,5E-3 

kinase activity 82 5.1 1,6E-5 1.6 2,6E-2 
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Annexe 5 : Analyse protéomique et 

phosphoprotéomique de l’effet cellulaire du 

fipronil sulfone  

 

 

 

 

 

① Protéines et phosphoprotéines sensibles au fipronil sulfone et dépendantes de la γ-sécrétase. 

② Protéines et phosphoprotéines sensibles au fipronil sulfone et indépendantes de la γ-sécrétase. 
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Annexe 6 : Phosphoprotéines modifiées par le 

fipronil sulfone et sensibles au DAPT 

 

     Log2 ratio 

Accession 

number 

Gene 

name 
Protein name peptide 

Phospho 

site 

FipS 20 vs 

DMSO 

DAPT FipS 

20 vs FipS 20 

DAPT FipS 

20 vs DAPT 

B2RXM2 

Q8JZZ0 

P70217 

Q80XP8 

D3Z2R5 

E9QKA4 

E9QKA4 

E9QKA4 

Q8C052 

O54929 

Q9Z0U1 

Q9Z0U1 

Q8BTI8 

Q8BTI8 

Q6PGL7 

Q9QY81 

Q62261 

Q62261 

Q62261 

Q62261 

Q62261 

Q62261 

O35126 

Q62261 

P13595 

P13595 

P13595 

Q61079 

P70399 

Q64701 

P49452 

Gm6793  

Ugt3a2  

Hoxd13  

Fam76b  

Sepn1  

Srrm1  

Srrm1  

Srrm1  

Map1s  

Wsb2  

Tjp2  

Tjp2  

Srrm2  

Srrm2  

Fam21  

Nup210  

Sptbn1  

Sptbn1  

Sptbn1  

Sptbn1  

Sptbn1  

Sptbn1  

Atn1  

Sptbn1  

Ncam1  

Ncam1  

Ncam1  

Sim2  

Tp53bp1  

Rbl1  

Cenpc1 

EG627828 protein  

UDP-glucuronosyltransferase 3A2  

Homeobox protein Hox-D13  

Protein FAM76B  

Protein Sepn1  

Serine/arginine repetitive matrix protein 1  

Serine/arginine repetitive matrix protein 1  

Serine/arginine repetitive matrix protein 1  

Microtubule-associated protein 1S  

WD repeat and SOCS box-containing protein 2  

Tight junction protein ZO-2  

Tight junction protein ZO-2  

Serine/arginine repetitive matrix protein 2  

Serine/arginine repetitive matrix protein 2  

WASH complex subunit FAM21  

Nuclear pore membrane glycoprotein 210  

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1  

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1  

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1  

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1  

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1  

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1  

Atrophin-1  

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1  

Neural cell adhesion molecule 1  

Neural cell adhesion molecule 1  

Neural cell adhesion molecule 1  

Single-minded homolog 2  

Tumor suppressor p53-binding protein 1  

Retinoblastoma-like protein 1  

Centromere protein C 1 

sSGSPyGGGYGSGGGSGGYGSR 

lLyESANIPDFR 

ssPHASLGGFPVEk 

vSSLsPEQEQGLWk 

rPHsPDPGAQPAPPR 

aPQTsSPPPVR 

aPQTSsPPPVR 

aPQtSSPPPVR 

kPPPPAsPGSSDSSAR 

sFLTTyQVLALPIPk 

sYHEAYEPDYGGGYsPSYDR 

sYHEAYEPDYGGGySPSYDR 

sMLQtPPDQNLSGSk 

rVPsPTPVPk 

vDNARVsPEVGSADVASIAQk 

eLASPLALtPR 

aQTLPTsVVTITSESSPGkR 

aQTLPTSVVtITSESSPGkR 

aQTLPTSVVTItSESSPGkR 

aQTLPTSVVTITsESSPGkR 

aQTLPTSVVTITSESsPGkR 

aQTLPTSVVTITSEsSPGkR 

tATPPGYkPGsPPSFR 

aQTLPtSVVTITSESSPGkR 

gVTASsSSPASAPk 

gVTASSsSPASAPk 

gVTASSSsPASAPk 

tNPYPPQQYSSFQMDk 

sTPFIVPSSPtEQGGR 

eAVTtPVASATQSVSR 

vASVSRsPVDR 

Y333-p 

Y58-p 

S150-p 

S193-p 

S13-p 

S713-p 

S714-p 

T712-p 

S684-p 

Y384-p 

S239-p 

Y238-p 

T973-p 

S2535-p 

S747-p 

T1844-p 

S2331-p 

S2334-p 

S2336-p 

S2337-p 

S2340-p 

S2339-p 

S646-p 

T2330-p 

S885-p 

S886-p 

S887-p 

T383-p 

T378-p 

T384-p 

S158-p 

1,6937 

1,6704 

0,9220 

0,8165 

0,7567 

0,7242 

0,7242 

0,7242 

0,6148 

0,3717 

0,3654 

0,3654 

0,3389 

0,3315 

-0,3656 

-0,4803 

-0,5942 

-0,5942 

-0,5942 

-0,5942 

-0,6881 

-0,7469 

-0,7809 

-0,7943 

-0,8621 

-0,8621 

-0,8621 

-0,9238 

-0,9761 

-1,2302 

-1,8491 

-0,8730 

-0,5184 

-0,5779 

-0,4511 

-0,4170 

-0,4279 

-0,4279 

-0,4279 

-0,5565 

-0,3567 

0,5322 

0,5322 

-0,3198 

0,6062 

0,8296 

0,7229 

0,8376 

0,8376 

0,8376 

0,8376 

0,6041 

0,5292 

1,2632 

0,6217 

0,7698 

0,7698 

0,7698 

1,4244 

1,1458 

0,8468 

2,2281 

- 

-0,1390 

-0,0819 

- 

0,0592 

-0,0327 

-0,0327 

-0,0327 

-0,1981 

0,0207 

- 

- 

-0,2689 

0,2737 

-0,1402 

0,0320 

-0,0795 

-0,0795 

-0,0795 

-0,0795 

-0,1969 

-0,2483 

0,1168 

-0,2702 

0,2328 

0,2328 

0,2328 

-0,1257 

0,1187 

-0,2583 

0,1156 
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Annexe 7 : Phosphoprotéines modifiées par le 

fipronil sulfone et insensibles au DAPT 

 

     Log2 ratio 

Accession 

number 

Gene 

name 
Protein name peptide 

Phospho 

site 

FipS 20 vs 

DMSO 

DAPT FipS 20 

vs FipS 20 

DAPT FipS 

20 vs DAPT 

P18608 

Q922F4 

Q922F4 

Q922F4 

P35486 

 

P55012 

Q61033 

 

P14873 

Q8R3Y8-2 

 

O35691 

Q8R4Y8 

Q99KG3-3 

P14873 

Q7TSV4 

Q7TSV4 

Q4G0F8-2 

Q9QYC0-2 

Q9QYC0-2 

Q8C0C7 

Q8C0C7 

Q8BTI8 

Q8BTI8 

O35465 

Q0VBL3 

D3Z5N2 

G3X963 

G3X963 

Q3TUJ9 

Q80XU3 

 

A2AVJ7 

P11440 

F6RJ39 

 

D3Z5R4 

P20152 

P20152 

A2ABV5 

 

Q62048 

P57776 

P33609 

A2AWT5 

J3QNB1 

P15331 

E9Q2N1 

 

P11440 

Q80ZM5 

Q80ZM5 

P14873 

Q9JLV1 

P11440 

P11440 

Hmgn1  

Tubb6  

Tubb6  

Tubb6  

Pdha1  

 

Slc12a2  

Tmpo  

 

Map1b  

Irf2bp1  

 

Pnn  

Rttn  

Rbm10  

Map1b  

Pgm2  

Pgm2  

Ubn1  

Add1  

Add1  

Farsa  

Farsa  

Srrm2  

Srrm2  

Fkbp8  

Rbm15  

Stmn1  

Atad2  

Atad2  

Tpd52l2  

Nucks1  

 

Rrbp1  

Cdk1  

Acin1  

 

Wipf3  

Vim  

Vim  

Med14  

 

Pea15  

Eef1d  

Pola1  

Ubtf  

Larp1  

Prph  

Brwd1  

 

Cdk1  

H1fx  

H1fx  

Map1b  

Bag3  

Cdk1  

Cdk1 

Non-histone chromosomal protein HMG-14  

Tubulin beta-6 chain  

Tubulin beta-6 chain  

Tubulin beta-6 chain  

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit 

alpha, somatic form, mitochondrial  

Solute carrier family 12 member 2  

Lamina-associated polypeptide 2, isoforms 

alpha/zeta  

Microtubule-associated protein 1B  

Isoform 2 of Interferon regulatory factor 2-binding 

protein 1  

Pinin  

Rotatin  

Isoform 3 of RNA-binding protein 10  

Microtubule-associated protein 1B  

Phosphoglucomutase-2  

Phosphoglucomutase-2  

Isoform 2 of Ubinuclein-1  

Isoform 2 of Alpha-adducin  

Isoform 2 of Alpha-adducin  

Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit  

Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit  

Serine/arginine repetitive matrix protein 2  

Serine/arginine repetitive matrix protein 2  

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP8  

Protein Rbm15  

Stathmin  

ATPase family AAA domain-containing protein 2  

ATPase family AAA domain-containing protein 2  

Tumor protein D52-like 2, isoform CRA_c  

Nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent 

kinase substrate 1  

Ribosome-binding protein 1  

Cyclin-dependent kinase 1  

Apoptotic chromatin condensation inducer in the 

nucleus (Fragment)  

WAS/WASL-interacting protein family member 3  

Vimentin  

Vimentin  

Mediator of RNA polymerase II transcription subunit 

14  

Astrocytic phosphoprotein PEA-15  

Elongation factor 1-delta  

DNA polymerase alpha catalytic subunit  

Nucleolar transcription factor 1  

La-related protein 1  

Peripherin  

Bromodomain and WD repeat-containing protein 1 

(Fragment)  

Cyclin-dependent kinase 1  

H1 histone family, member X  

H1 histone family, member X  

Microtubule-associated protein 1B  

BAG family molecular chaperone regulator 3  

Cyclin-dependent kinase 1  

Cyclin-dependent kinase 1 

kVsADGAAk 

lTTPTYGDLNHLVSATMSGVTTsLR 

lTTPTYGDLNHLVSATMSGVtTSLR 

lTTPTYGDLNHLVSATMSGVTtSLR 

yHGHsMSDPGVSYR 

 

gEGTPAAGDGLGRPLGPTPsQSR 

gPPDFSSDEEREPtPVLGSGASVGR 

 

kLGGDVsPTQIDVSQFGSFk 

aGGAsPAASSTTQPPAQHR 

 

rGFsDSGGGPPAk 

gTPSsSLILcILk 

lASDDRPsPPR 

sPSLSPSPPsPIEk 

lcAGIMITAsHNPk 

lcAGIMItASHNPk 

cPEFFyPELVk 

aAVVTsPPPTTAPHk 

aAVVtSPPPTTAPHk 

tHsQGGYGSQGYk 

tHSQGGYGSQGYk 

sEQPLSQVLPSLsPEHk 

sEQPLSQVLPsLSPEHk 

gAWsIPWk 

lHSYsSPSTk 

aSGQAFELILsPR 

kPNMFYsGPASPARPR 

kPNMFYSGPAsPARPR 

nSATFksFEDR 

aTVTPsPVkGk 

 

kDGsPSQAk 

vYtHEVVTLWYR 

hLsHPEPEQQHVIQR 

 

aISGPLPAPAsPR 

sLYSsSPGGAYVTR 

sLYSSsPGGAYVTR 

lPtVPMLGLTQR 

 

dIIRQPsEEEIIk 

aTAPQTQHVsPMR 

aIPSGkPAsPVLR 

kQTTsPASk 

iLIVTQtPPYMR 

lLGSGsPSSSAR 

rGPEVEGsPVSEALR 

 

vyTHEVVTLWYR 

gASAAsSPAPk 

gASAASsPAPk 

dLTGQVPtPPVk 

sGTPVHcPsPIR 

iGEGTyGVVYk 

iGEGtYGVVYk 

S7-p 

S39-p 

T37-p 

T38-p 

S293-p 

 

S74-p 

T74-p 

 

S1497-p 

S453-p 

 

S66-p 

S2008-p 

S723-p 

S1260-p 

S173-p 

T171-p 

Y64-p 

S12-p 

T11-p 

S301-p 

T299-p 

S1216-p 

S1214-p 

S375-p 

S126-p 

S25-p 

S303-p 

S307-p 

S146-p 

S181-p 

 

S645-p 

T161-p 

S656-p 

 

S161-p 

S55-p 

S56-p 

T893-p 

 

S116-p 

S133-p 

S215-p 

S389-p 

S626-p 

S57-p 

S1830-p or 

S2295-p 

Y160-p 

S133-p 

S134-p 

T527-p 

S297-p 

Y15-p 

T14-p 

1,0798 

1,0052 

1,0052 

1,0052 

0,9497 

 

0,8932 

0,8714 

 

0,7903 

0,7714 

 

0,6999 

0,6604 

0,5393 

0,4703 

0,4268 

0,4268 

0,4104 

0,3409 

0,3409 

0,3211 

0,3211 

0,3153 

0,3153 

-0,3401 

-0,3731 

-0,3925 

-0,4008 

-0,4008 

-0,4057 

-0,4197 

 

-0,4824 

-0,5157 

-0,5191 

 

-0,5518 

-0,5598 

-0,5598 

-0,5914 

 

-0,6668 

-0,6971 

-0,6999 

-0,8557 

-0,8689 

-0,8996 

-0,9348 

 

-1,0252 

-1,0846 

-1,0846 

-1,1937 

-1,2497 

-1,4083 

-1,4379 

0,1117 

-0,0822 

-0,0822 

-0,0822 

-0,0582 

 

0,0351 

0,0224 

 

-0,1864 

0,0387 

 

-0,0235 

-0,2201 

0,2412 

-0,1510 

-0,1565 

-0,1565 

-0,0513 

0,1364 

0,1364 

0,0841 

0,0841 

0,0587 

0,0587 

-0,0101 

0,2369 

-0,0143 

0,2642 

0,2642 

-0,2017 

0,0130 

 

-0,1628 

0,1436 

-0,1162 

 

0,0695 

0,0450 

0,0450 

0,2431 

 

-0,1494 

0,2158 

-0,1660 

-0,0127 

-0,2715 

-0,0111 

0,1320 

 

0,1436 

0,1121 

0,1121 

0,0613 

- 

-0,0976 

-0,1116 

1,6005 

0,9072 

0,9072 

0,9072 

0,6678 

 

0,4987 

0,8772 

 

0,4371 

-0,8015 

 

-0,3838 

-0,3937 

-0,4897 

-0,3334 

0,7076 

0,7076 

0,7267 

0,3520 

0,3520 

0,7812 

0,7812 

0,6359 

0,6359 

-0,4204 

0,4878 

-0,5582 

0,6044 

0,6044 

-0,7561 

-0,4269 

 

-0,9375 

-1,3645 

-1,1025 

 

-0,4052 

-0,6121 

-0,6121 

-0,6694 

 

-0,8892 

-0,6016 

-0,3864 

-0,4086 

-0,5498 

-1,1381 

-1,2599 

 

-1,3645 

-0,8939 

-0,8939 

-1,0888 

-0,9844 

-1,3982 

-1,5381 
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Morgane CAM 
 

Contribution à l'étude de la maladie d'Alzheimer : induction de la 
production d'amyloïdes beta-42/43 par le fipronil, un pesticide de la 
famille des phenylpyrazoles. Effets cellulaires des Leucettines, une 

famille d'inhibiteurs des kinases DYRKs/CLKs. 
 

Résumé 

Lors du screening de composés du ‘human chemical exposome’, les herbicides triazines et les 

insecticides pyrazoles, notamment le fipronil, ont révélé leur capacité à induire la production de 

peptides amyloïde β -42 et -43. Ayant tendance à s’agréger en oligomères puis en plaques, ils sont 

une caractéristique de la maladie d’Alzheimer (MA). Cette découverte informe sur le danger 

potentiel de ces produits et apporte des outils pour décrypter les mécanismes menant à l’altération 

du rapport des différentes formes d’amyloïdes. 

Par ailleurs, la dérégulation de DYRK1A, impliquée dans la trisomie 21, affecte aussi ces peptides 

amyloïdes, ainsi que la protéine Tau qui est alors hyperphosphorylée et a tendance à s’agréger en 

enchevêtrements neurofibillaires, une autre caractéristique de la MA. Ce même effet sur Tau est 

observé avec CDK5 dans la MA, les AVC et les traumatismes crâniens. Le développement 

d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques de ces deux kinases est donc un enjeu pour ManRos 

Therapeutics. 

Mots clés : Maladie d’Alzheimer, pyrazole, fipronil, peptide amyloïd β42, DYRK1A, leucettines 

 

Résumé en anglais 
In the screening of ‘human chemical exposome’ compounds, triazine herbicides and pyrazole 

insecticides, especially fipronil, have shown their ability to induce β-amyloid -42 and -43 peptide 

production. As they tend to aggregate into oligomers then into plaques, they are a characteristic of 

Alzheimer's disease (AD). This discovery informs about the potential danger of these products and 

provides tools to decipher the mechanisms leading to the alteration of the ratio of the different forms 

of amyloid. 

Moreover, dysregulation of DYRK1A, involved in trisomy 21, also affects these amyloid peptides, as 

well as the Tau protein which is then hyperphosphorylated and tends to aggregate into neurofibillar 

tangles, another characteristic of AD. This same effect on Tau is observed with CDK5 in AD, stroke 

and brain injury. The development of specific pharmacological inhibitors of these two kinases is 

therefore an issue for ManRos Therapeutics. 

Key words: Alzheimer’s disease, pyrazole, fipronil, amyloid β42 peptide, DYRK1A, leucettines. 

 


