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La maladie d’Alzheimer est la première cause de démence au niveau mondial. C’est une 

pathologie neurodégénérative se caractérisant au niveau cérébral par deux lésions majeures : 

l’agrégation extracellulaire de peptides β-amyloïdes et l’agrégation intraneuronale de 

protéines Tau anormalement phosphorylées. Elle se caractérise au niveau symptomatique par 

un déclin cognitif menant progressivement à une perte d’autonomie du patient. 

 

Il n’existe à ce jour aucun traitement curatif. En effet, les traitements actuellement sur le 

marché sont dits symptomatiques et ont pour seul résultat un ralentissement du déclin 

cognitif. Il est de ce fait primordial de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

D’une part, en raison de la complexité et de l’hétérogénéité de la pathologie, le 

développement de composés de type « multi-target-directed ligand » (MTDL) capables d’agir 

simultanément sur plusieurs cibles présentant un intérêt thérapeutique a émergé et offre des 

résultats prometteurs d’un point de vue symptomatique mais également « disease-

modifying » dans des modèles précliniques murins. D’autre part, les études portant sur le 

microbiote intestinal ont permis de rappeler l’existence de l’axe microbiote-intestinal-cerveau 

et de démontrer que celui-ci est un acteur clé dans le bon fonctionnement cérébral et joue un 

rôle primordial dans le développement des pathologies neurologiques telles que la maladie 

d’Alzheimer.  

 

L’objectif de ce travail de thèse a été d’évaluer dans un premier temps l’efficacité in vivo d’un 

nouveau composé multi-cible, la donécopirdine, qui est à la fois inhibitrice de 

l’acétylcholinestérase, agoniste du récepteur 5-HT4 et antagoniste du récepteur 5-HT6, sur la 

physiopathologie cérébrale mais également sur la dysbiose du microbiote intestinal du 

modèle murin 5XFAD. Dans un second temps, nous avons évalué l’impact d’une modulation 

du microbiote intestinal du modèle 5XFAD sur la pathologie amyloïde par un traitement avec 

des antibiotiques ou l’administration d’un prébiotique, en présence ou non d’une altération 

du métabolisme. Enfin, par des techniques de transplantation de microbiote fécal, nous avons 

étudié l’impact du microbiote intestinal dysbiotique de souris 5XFAD sur la cognition lors de 

sa transplantation à des souris saines, et la possibilité de ralentir le développement des déficits 

cognitifs des souris 5XFAD en leur implantant un microbiote provenant de souris saines.  

 



15 
 

Bien que les connections entre le cerveau et l'intestin aient été identifiées par les premiers 

médecins grecs et Hippocrate, puis conceptualisées dans les années 1980 par la description 

des fonctions neuroendocrines, ce n'est que durant ces dix dernières années que le microbiote 

intestinal a été identifié comme un nouvel acteur des maladies du cerveau. L'intérêt pour les 

microorganismes qui colonisent nos intestins étant particulièrement récent dans le contexte 

de la maladie d'Alzheimer, j'ai souhaité focaliser mon manuscrit de thèse sur le microbiote 

intestinal, tentant de résumer ici les concepts majeurs qui lui sont associés, dans la perspective 

que ce travail pourrait être utile aux étudiants travaillant sur les pathologies cérébrales. 

 

La section introductive de ce manuscrit abordera donc dans un premier chapitre les 

connaissances actuelles générales sur le microbiote intestinal;  se focalisera ensuite dans un 

second chapitre sur l’axe microbiote-intestinal-cerveau, détaillant les voies de communication 

associées et l’implication de cet axe dans l’homéostasie cérébrale ainsi que dans divers 

troubles neurologiques ; et présentera dans un troisième chapitre la physiopathologie de la 

maladie d’Alzheimer, décrivant les stratégies thérapeutiques dites centrales et la possibilité 

de développer des stratégies thérapeutiques périphériques innovantes en lien avec le 

microbiote intestinal. Après l'énoncé des objectifs généraux de l’étude, les résultats obtenus 

seront présentés en fonction de leur état d'avancement sous forme d’articles scientifiques 

publiés et en cours de rédaction ou sous format classique avec matériels et méthodes 

associés. Enfin, la dernière section de ce manuscrit sera consacrée à une discussion générale 

de l’ensemble de ce travail de thèse. 

 

Les travaux menés au cours de cette thèse ont conduit à la rédaction d’un article scientifique 

en cours de finalisation. Parallèlement, j'ai participé à l'écriture d'un chapitre de livre traitant 

de notre modèle de travail murin (Ismeurt et al., 2020). Cet article est présenté au début de 

de la section Résultats pour en faciliter la lecture. J'ai eu l’opportunité de présenter mes 

résultats de recherches via des communications orales ou des posters au cours de plusieurs 

symposiums (Annexe). 
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CHAPITRE 1 

LE MICROBIOTE INTESTINAL, UN ORGANE A PART ENTIERE 
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I – Le microbiote intestinal, un organe à part entière 

1. Généralités sur le microbiote 

Le microbiote est défini par l’ensemble des micro-organismes qui colonisent un 

environnement donné, qu'il soit vivant (microbiote des animaux ou des végétaux) ou inerte 

(microbiote des aliments). Le microbiote comprend bactéries, virus, champignons, parasites 

et archées. 

Le microbiote étant composé à 95% de bactéries, les notions abordées concernant le 

microbiote et les études réalisées dans cette thèse de doctorat sont basées sur le microbiote 

bactérien. 

a. Un partenaire de longue date 

La composition du microbiote étant spécifique à chaque individu, cela soulève la question de 

son origine. Durant des décennies, il était communément accepté que la colonisation 

bactérienne initiale se faisait à la naissance. Le Pr. T. Escherich avait décrit dans les années 80 

que le méconium (premières selles du nouveau-né) était exempt de bactéries suggérant ainsi 

un développement fœtal dans un environnement stérile (Escherich, 1989). Plus tard, dans les 

années 90, d’autres chercheurs ont confirmé l’hypothèse de « l’utérus stérile » du fait de 

l’absence de bactéries dans le liquide amniotique et affirmant que les traces bactériennes 

retrouvées dans certains échantillons provenaient d'une infection (Harwick, Iuppa, and Fekety 

1969; Stroup 1962). La colonisation du nouveau-né se ferait ainsi à la naissance et sa 

composition serait influencée par le mode d’accouchement. Lors d’un accouchement par voie 

basse, le microbiote du nouveau-né serait similaire au microbiote vaginal de la mère et lors 

d’un accouchement par césarienne il serait similaire au microbiote cutané de la mère 

(Dominguez-Bello et al., 2010) [Figure 1A].  

Les études sur la stérilité de l'utérus et du méconium étaient principalement basées sur 

l’utilisation de cultures bactériennes. Cette théorie fut reconsidérée par des chercheurs 

pratiquant le séquençage de l’ADN (acide désoxyribonucléique) bactérien, montrant 

l’existence d’ADN bactérien dans le méconium, le placenta et le liquide amniotique (Aagaard 

et al., 2014; Collado et al., 2016; Jiménez et al., 2008). L’hypothèse d’une première colonisation 

« in utero » est alors apparue bien qu’aucune étude ne démontre la présence de bactéries 

viables dans l’environnement fœtal [Figure 1B].  
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Figure 1 – Les hypothèses de la première colonisation bactérienne  
Représentation schématique des deux hypothèses de la première colonisation bactérienne. (A) L’hypothèse de 
l’utérus stérile suggérant que le microbiote est acquis à la naissance et que sa composition dépend du mode 

d’accouchement. (B) L’hypothèse de la colonisation in utero suggère que le microbiote est acquis au cours du 

développement fœtal. En italique : principaux ADN bactériens (genres) identifiés dans le microbiote. 

b. Les différents types de microbiote humain 

Le microbiote d’un environnement donné peut être subdivisé selon le lieu de collecte. On 

distingue ainsi chez l’homme différents microbiotes : cutané, buccal, nasal, pulmonaire, 

oculaire, urogénital et intestinal.  

Il est intéressant de noter que l’on retrouve la présence d’ADN bactérien dans le système 

sanguin (Païssé et al., 2016). De même, la présence d’ADN et/ou de bactéries dans le cerveau 

en condition physiologique fait l’objet de nombreuses interrogations (C. D. Link, 2021). En effet, 

une étude a montré la présence d’ADN bactérien dans le cerveau de patients séropositifs pour 

le VIH (virus de l’immunodéficience humaine) mais également chez les sujets contrôles 

(Branton et al., 2013).  

Parmi l’ensemble de ces microbiotes, le microbiote intestinal a démontré une implication 

particulièrement importante dans la santé humaine, et fût ainsi l’axe de recherche de cette 

thèse de doctorat.   
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2. Le microbiote intestinal 

a. Un équilibre indispensable 

Le mode d’accouchement, l’alimentation par lait maternel ou industriel et l’usage 

d’antibiotiques sont des facteurs majeurs qui induisent des modulations drastiques du 

microbiote intestinal du nourrisson, avec une augmentation de la diversité et de l’abondance 

bactérienne durant les premières années de vie (Aleman & Valenzano, 2019). Ce microbiote se 

stabilise vers l’âge de trois ans et devient proche de celui retrouvé à l’âge adulte où il est en 

état d’équilibre, appelé eubiose, contribuant ainsi à une bonne santé. Cette stabilité et cet 

équilibre peuvent néanmoins être altérés par le régime alimentaire, l’usage d’antibiotiques et 

le vieillissement. Lorsque cet équilibre est rompu, état alors appelé dysbiose, il est 

généralement associé à divers troubles sans que l’on sache s’il en est la cause ou la 

conséquence.  

i. Troubles métaboliques 

L’obésité et les troubles associés étant un problème de santé mondial majeur, cela a amené 

les chercheurs à développer de nouvelles cibles thérapeutiques. Le Dr F. Backhed et ses 

collègues ont émis l’hypothèse que le microbiote intestinal pourrait être une cible 

intéressante en raison de son implication dans le métabolisme. Ils ont démontré que le 

microbiote est requis pour le stockage des graisses et pour le développement de l’obésité lors 

d’un régime alimentaire riche en graisse, et que des souris modèles d’obésité Ob/Ob C57BL/6J 

ainsi que des personnes obèses présentent une dysbiose intestinale avec un taux de bactéries 

appartenant au phylum Firmicutes plus élevé (Bäckhed et al., 2004, 2007; Ley et al., 2005, 2006). 

Par ailleurs, il est intéressant de noter que la composition du microbiote peut moduler les 

conséquences d’un régime riche en graisse. En effet, il a été démontré que le développement 

d’une hyperglycémie et d’une hyper-insulinémie suite à un tel régime dépend de la 

composition du microbiote intestinal (T. Le Roy et al., 2013).  

Dans une autre étude pionnière, la colonisation de souris C57BL/6J axéniques – souris 

exempts de tous micro-organismes – par du microbiote humain provenant de personnes 

obèses, induit une augmentation de la charge graisseuse associée à des phénotypes 

métaboliques d’obésité, tandis que le microbiote provenant de personnes minces n’a pas 

d’effet néfaste (Ridaura et al., 2014). D’autres troubles en lien étroit avec l’obésité tel que 
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l’insulinorésistance ont également fait l’objet de nombreuses études. L’équipe du Pr. R. 

Burcelin a démontré qu’un régime riche en graisse induit une augmentation du taux de 

bactéries contenant du LPS (lipopolysaccharide) qui est responsable du développement d’une 

inflammation et d’une insulinorésistance. Les auteurs ont également démontré qu’un 

traitement permettant l’augmentation de bactéries de la classe des Bifidobacterium permet 

de normaliser cette insulinorésistance (Cani, Amar, et al., 2007; Cani, Neyrinck, et al., 2007). 

ii. Troubles cérébraux 

La caractérisation d’une dysbiose intestinale s’est ensuite étendue à d’autres pathologies, 

notamment en lien avec la santé mentale. Il a été démontré qu'une dysbiose microbienne est 

associée à des troubles psychiatriques tels que la dépression et la schizophrénie, et à des 

troubles neurologiques tels que la sclérose en plaque ou encore la maladie d’Alzheimer qui 

seront détaillés plus en détails dans un prochain chapitre (Cheung et al., 2019; Grochowska et al., 

2019).  

b. De la caractérisation du microbiote intestinal à son analyse 

Une dysbiose du microbiote intestinal étant associée à diverses pathologies, il est important 

de caractériser les populations bactériennes intestinales ainsi que les métabolites produits par 

ces bactéries par des approches de métagénomique et de métabolomique. 

i. La métagénomique  

Durant des décennies, seule une faible partie du microbiote intestinal était connue. En effet, 

la détection et la caractérisation des bactéries le composant reposaient sur des techniques 

classiques de culture aérobie. Or, il est estimé que 99% des bactéries sont non-cultivables, et 

parmi les bactéries cultivables, 70% sont anaérobiques (Ferrer, Martínez-Abarca, et al., 2005). Le 

développement des cultures anaérobies (Hungate, 1979) et l’arrivée de nouvelles techniques 

de biologie moléculaire telle que la métagénomique ont ainsi permis de découvrir une grande 

diversité microbienne intestinale jusqu’alors sous-estimée.  

La métagénomique repose sur le séquençage de l’ensemble des gènes du microbiote, aussi 

appelé microbiome, et peut être divisée en deux stratégies : la métagénomique ciblée et la 

métagénomique globale. 
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La métagénomique bactérienne ciblée 

La métagénomique bactérienne ciblée permet l’identification des taxons bactériens qui sont 

classifiés selon six rangs taxonomiques correspondant à différents niveaux hiérarchiques, 

l’espèce étant le plus petit rang existant et dans lequel le degré de ressemblance entre 

individu est le plus élevé [Figure 2A]. Cette technique repose sur le séquençage du gène 

codant pour la sous-unité 16S de l’ARN (acide ribonucléique) ribosomal bactérien (Woese et 

al., 1990; Zoetendal et al., 1998). Ce gène contient des régions identiques présentes dans toutes 

les bactéries, appelées régions conservées, utilisées comme sites de complémentarité afin 

d’effectuer une amplification du gène ; et neuf régions spécifiques à chaque espèce 

bactérienne, appelées régions hypervariables, déterminant la signature bactérienne. 

Usuellement, deux à trois régions hypervariables sont ciblées telles que V1-V3 ou V3-V4 car 

cela est considéré comme suffisant pour pouvoir différencier les espèces bactériennes entre-

elles [Figure 2B]. Cependant dans une étude récente, le Dr. Johnson et ses collègues 

démontrent l’intérêt de séquencer le gène de l’ARN 16S dans son intégralité (Johnson et al., 

2019). Certaines régions montrent un biais dans l’identification des bactéries selon le niveau 

taxonomique. On peut citer les régions V3-V5 qui ne permettent pas une classification précise 

des bactéries appartenant au phylum Actinobacteria. Le séquençage complet de l’ARN 16S 

permettrait ainsi de contourner les problèmes d’affiliations multiples et le taux de mauvaises 

affiliations pouvant masquer une grande partie de la diversité bactérienne. Une analyse 

informatique par comparaison des séquences obtenues avec une base de données permet 

ensuite d’identifier les bactéries présentes et leur classification taxonomique.  

 

Figure 2 – Les niveaux taxonomiques et le gène de l’ARN 16s bactérien 
Représentation schématique des différents niveaux taxonomiques (A) et du gène de l’ARN 16s bactérien et des 
principales régions séquencées pour l’identification bactérienne (B).  
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La métagénomique globale 

La métagénomique globale se base sur le séquençage de l’ensemble des gènes présents dans 

l’échantillon et permet ainsi une caractérisation fonctionnelle. En 2008, un projet collaboratif 

avec l’INRAE (Institut National de Recherche pour l’Agriculture, l’alimentation et 

l’Environnement) et financé par la Commission Européenne, appelé MetaHIT (Metagenomics 

of the Human Intestinal Tract) (Qin et al., 2010), avait pour objectif d’établir un catalogue de 

l’ensemble des gènes retrouvés dans le microbiote intestinal humain. Ce projet a permis 

d’identifier et de référencer environ 3,3 millions de gènes dont plus de 99 % appartiennent au 

groupe phylogénétique des Bactéries ou Archées. Cette étude a également permis de définir 

et décrire un « génome intestinal minimal » correspondant à des gènes présents dans chaque 

bactérie permettant leur survie, et un « métagénome intestinal minimal » correspondant à un 

ensemble de gènes bactériens présents chez chaque individu permettant une bonne 

homéostasie de l’environnement intestinal. La même année, un projet similaire appelé HMP 

(Human Microbiota Project) et organisé par le NIH (National Institutes of Health) avait pour 

objectif d’identifier l’ensemble des micro-organismes humains et caractériser les différences 

selon le lieu de collecte sur le corps (Huttenhower et al., 2012). Cette étude a mis en évidence 

que le microbiote intestinal forme un cluster se différenciant nettement des microbiotes oral, 

nasal, cutané et génital.  

ii. La métabolomique 

L’apparition d’autres techniques telle que la métabolomique a permis d’étendre la 

caractérisation du microbiote intestinal au-delà de la génomique en identifiant les métabolites 

issus du métabolisme intestinal. Les techniques de détection de ces derniers reposent sur la 

chromatographie et la spectrométrie de masse ou la RMN (résonance magnétique nucléaire) 

(Dormoy & Massfelder, 2013). Les analyses effectuées dans cette thèse de doctorat ont été 

réalisées avec par HPLC (high-performance liquid chromatography) en colonne C18 et HILIC 

(hydrophilic interaction chromatography), permettant de séparer respectivement les 

métabolites non-polaires et polaires, suivi d’une analyse en spectrométrie de masse. Cette 

dernière consiste en la séparation des métabolites extraits par HPLC  en fonction de leur masse 

et de leur charge, suivi de leur identification et quantification (Menet, 2011).  

De la même manière que MetaHIT et HMP, le HMDB (Human Metabolome Database) est la 

plus grande base de données existante depuis 2007 regroupant une centaine de milliers de 
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métabolites humains (Wishart et al., 2018) précisant également leur rôle biologique, leur 

concentration physiologique, les voies métaboliques et les pathologies qui y sont associés.   

iii. L’analyse des données de métagénomique ciblée bactérienne 

Les données obtenues après caractérisation de la composition du microbiote bactérien par 

métagénomique ciblée peuvent être analysées de différentes façons, fournissant ainsi de 

nombreuses informations en termes de richesse, diversité et composition bactérienne.  

La première étape est la constitution de la table des unités taxonomiques opérationnelles ou 

OTU (operational taxonomic unit) correspondant aux plus petites unités regroupant des 

taxons ayant au moins 97% de similitudes au niveau du gène de l’ARN 16S. Cette table 

comporte pour chaque échantillon et pour chaque OTU le nombre de séquences retrouvées 

[Figure 3A]. Viennent ensuite les analyses de diversité et les assignations taxonomiques.  

L’alpha diversité  

Elle mesure la richesse et/ou la diversité taxonomique d’un échantillon donné. Cette analyse 

donne une valeur par échantillon et peut être calculée par différents indices mathématiques 

qui se basent sur la richesse (nombre d’OTU) et/ou sur l’uniformité (abondance des individus 

composant chaque OTU) de l’échantillon :  

- Observed et Chao1 : uniquement la richesse 

- Shannon et Simpson : richesse et uniformité (l’indice de Shannon étant plus sensible à 

l’uniformité, et l’indice de Simpson à la richesse) 

Pour chaque indice, plus la valeur de l’alpha diversité sera élevée et plus l’échantillon sera 

considéré diversifié [Figure 3B]. 

La bêta diversité  

Elle mesure la dissimilarité entre échantillons via différentes méthodes : Jaccard, Bray-Curtis, 

Unifrac, Weighted Unifrac. Elles sont basées sur la comparaison de l’abondance et/ou de la 

distance phylogénétique de chaque OTU pour chaque échantillon. Lorsque les échantillons 

sont composés de plusieurs OTU, il est impossible de représenter la comparaison selon deux 

axes. Pour cela, deux composantes principales sont définies : ce sont les deux variables les 

plus pertinentes afin de différencier la β-diversité entre chaque échantillon. Les méthodes de 

Bray-Curtis et Weighted Unifrac prennent en compte l’abondance, et les méthodes d’UniFrac 

et Weighted Unifrac la distance phylogénétique [Figure 3C]. 
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L’abondance relative 

Elle permet d’estimer la proportion de chaque OTU à un niveau taxonomique donné par 

rapport au nombre total d’OTU présentes [Figure 3D]. A noter que lors de la caractérisation 

bactérienne des rangs les plus bas (genre, espèce) le taux de bactéries non-affiliées augmente. 

Le LEfSe 

Le LEfSE (Linear discriminant analysis effect size) correspond à un algorithme statistique 

permettant d’identifier les différences significatives à tous les niveaux taxonomiques entre 

deux échantillons ou plus. Ces résultats sont généralement représentés sous forme de 

cladogramme. Une différence statistique significative à chaque niveau de l'arbre témoigne 

d'une modulation de la composition bactérienne particulièrement robuste [Figure 3E]. 

 

Figure 3 – Les analyses de métagénomiques ciblées 
Représentation schématique de la table des OTU (A), l’α- et β-diversité (B-C), l’abondance relative dans huit 

groupes expérimentaux (D), et l’analyse LEfSe de deux groupes expérimentaux (E), adapté de Lelouvier et al., 

2016.  
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c. Une vaste communauté 

La caractérisation du microbiote intestinal a permis de découvrir l’étendue de sa diversité. Il 

est estimé que chaque individu possède en moyenne 160 genres bactériens différents (Qin et 

al., 2010) avec un total de plus de cent mille milliards de bactéries intestinales. Parmi les phyla 

bactériens, les Firmicutes et Bacteroidetes représentent 90% du microbiote intestinal, les 

Firmicutes étant les plus abondants (Hold et al., 2002; Qin et al., 2010; X. Wang et al., 2003). 

Viennent ensuite les phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia et Fusobacteria 

(Eckburg et al., 2005). Le phylum Firmicutes est composé à 95% de bactéries du genre 

Clostridium, mais également Lactobacillus, Enterococcus et Ruminococcus. Le phylum 

Bacteroidetes est principalement constitué de bactéries du genre Bacteroides et Prevotella 

(Rinninella et al., 2019) [Figure 4A]. Par ailleurs, la proportion de trois genres bactériens 

prédominants a permis de classer la population selon trois groupes appelés entérotypes : 

Bacteroidetes, Prevotella et Ruminococcus (Arumugam et al., 2011) [Figure 4B].  

Néanmoins, malgré une abondance des phyla et genres plus ou moins conservée entre 

individus, il existe une grande hétérogénéité au niveau de la proportion des espèces 

bactériennes. De plus, la composition bactérienne varie le long du tractus gastro-intestinal 

(O’Hara & Shanahan, 2006) [Figure 4C] : il y a une abondance croissante de bactéries du 

duodénum jusqu’au côlon du fait de l’augmentation du pH tandis que le ratio de bactéries 

aérobies/anaérobies diminue du fait de la diminution de la concentration en oxygène (G. He 

et al., 1999; Ilhan et al., 2017). La composition bactérienne varie également selon un axe 

transversal (O’Hara & Shanahan, 2006; Pryde et al., 1999; Zoetendal et al., 2002) : la proportion de 

bactéries aérobies est plus élevée au niveau de la muqueuse intestinale où l’environnement 

est enrichi en oxygène que dans la lumière intestinale (Albenberg et al., 2014).  
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Figure 4 – Une vaste communauté 
Représentation schématique de la diversité du microbiote intestinal retrouvée dans les deux phyla principaux, 

adapté de Rinninella et al. 2019(A) ; des trois entérotypes existants dans la population, adapté de Arumugam et 

al., 2011 (B), et de l’abondance bactérienne hétérogène le long du tractus gastrointestinal (C). 
  



28 
 

d. Un allié vital 

Le microbiote intestinal, bien que sa composition soit propre à chaque individu, exerce des 

effets physiologiques bénéfiques pour la santé humaine. On parle de relation symbiotique : 

l’environnement intestinal fournit une niche pour le développement bactérien et le 

microbiote fournit diverses fonctions bénéfiques pour son hôte.  

i. Protection 

La barrière intestinale permet l’absorption des nutriments provenant de l’alimentation et la 

protection de l’organisme envers le contenu de la lumière intestinale (Groschwitz & Hogan, 

2009; Podolsky, 1999). Elle peut être divisée en trois sous-barrières que le microbiote intestinal 

est en capacité de moduler. 

Barrière microbienne et chimique 

Les bactéries intestinales endogènes; dites commensales, peuvent entrer en compétition avec 

les bactéries exogènes pathogènes ou endogènes opportunistes en occupant les sites 

d’adhérence au niveau de l’épithélium intestinal et en diminuant l’accès aux nutriments 

limitant ainsi leur croissance (Pereira & Berry, 2017). Elles participent également au 

développement de la couche de mucus produit par les cellules caliciformes : des souris 

axéniques possèdent une couche plus fine pénétrable par les micro-organismes. Ce 

phénotype est normalisé suite à une colonisation avec du microbiote provenant de souris 

conventionnelles (Johansson et al., 2015). De même, les bactéries commensales régulent la 

proportion des cellules de Paneth et des cellules Tuft, ayant respectivement un rôle dans la 

sécrétion de PAM (peptide anti-microbien) et dans la réponse immunitaire (McKinley et al., 

2017; Schoenborn et al., 2019) [Figure 5]. 

Barrière physique 

Le microbiote intestinal permet de maintenir l’intégrité et la perméabilité de la barrière 

intestinale : une dysbiose intestinale diminue l’expression des protéines telles que l’occludine 

et la claudine appartenant à la famille des protéines des jonctions serrées (Feng et al., 2019), et 

affecte la prolifération cellulaire nécessaire au renouvellement de l’épithélium intestinal (Alam 

& Neish, 2018) [Figure 5]. 
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Barrière immunologique 

Nous avons vu précédemment que le microbiote intestinal permet de moduler la proportion 

et la fonction des cellules de Paneth et des cellules Tuft. Il module également la réponse 

inflammatoire en agissant sur le développement et le maintien du système immunitaire 

intestinal présent au niveau des plaques de Peyers (Belkaid & Hand, 2014) [Figure 5]. 

 

Figure 5 – Le microbiote et la barrière intestinale 
Représentation schématique d’une eubiose intestinale où le microbiote permet de maintenir l’intégrité de 
l’épithélium intestinal via l’expression des protéines des jonctions serrées, d’entrer en compétition avec les 

bactéries pathogènes, de stimuler la production de mucus et de peptides anti-microbiens (PAM) et de moduler le 

système immunitaire (A) ; et les conséquences d’une dysbiose intestinale menant à une augmentation de la 

perméabilité intestinale, une diminution de la couche de mucus, une diminution de la production de PAM et une 

augmentation de la réponse immunitaire (B). 
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ii. Immunité 

La découverte de l’implication du microbiote intestinal dans le développement et la 

maturation du système immunitaire intestinal provient en grande majorité d’études 

comparatives entre souris conventionnelles et souris axéniques. Ces dernières présentent 

diverses altérations (Round & Mazmanian, 2009) : une altération tissulaire avec une diminution 

de la taille des plaques de Peyer, des centres germinatifs et des follicules lymphoïdes ; une 

altération cellulaire avec une diminution du nombre de lymphocytes ; et une altération 

moléculaire avec une diminution de l’expression des récepteurs immunitaires ou de la 

sécrétion d’anticorps. Le microbiote intestinal module également les réponses immunitaires 

(Cerf-Bensussan & Gaboriau-Routhiau, 2010). De nombreuses études portant sur l’usage 

d’antibiotiques supportent cette fonction immunitaire (Ubeda & Pamer, 2012) : un traitement 

antibiotique chez des souris conventionnelles est en capacité de moduler la composition du 

microbiote intestinal et induit une altération du nombre de lymphocytes et d’anticorps. Par 

ailleurs, une étude portée sur les SFB (Segmented filamentous bacteria), présentes 

uniquement chez les enfants en bas âge, démontre une corrélation positive entre leur 

concentration et le taux d’IgA (Immunoglobuline de type A) sécrétées dans la lumière 

intestinale suggérant un rôle des SFB dans le développement du système immunitaire (B. Chen 

et al., 2018).  

iii. Métabolisme 

Le microbiote intestinal possède un rôle majeur dans la digestion et le métabolisme des 

nutriments (Rowland et al., 2018). Il est responsable de la fermentation des glucides et acides 

gras non-digérés par les enzymes humaines et des protéines entraînant la libération de 

nombreux métabolites qui seront détaillés dans un prochain chapitre tels que des AGCC 

(acides gras à chaîne courte), des acides biliaires secondaires, des polyamines et des dérivés 

du tryptophane. Il est également capable de synthétiser des vitamines essentielles telles que 

les vitamines du groupe B et K. L’ensemble de ces métabolites a des effets bénéfiques pour 

l’hôte en agissant sur le système immunitaire et le système nerveux intestinal, et sur 

l’ensemble de l’organisme en passant par la circulation sanguine. Par exemple, les AGCC 

fournissent la principale source d’énergie pour les cellules épithéliales, ils correspondent à 

10% des apports caloriques journaliers requis chez l’Homme, ils modulent le système 
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immunitaire et peuvent contrôler la prise alimentaire via la modulation de la production 

d’hormones par les cellules endocrines (Den Besten et al., 2013) [Figure 6]. 

 

Figure 6 – Le métabolisme bactérien 
Représentation schématique du métabolisme des nutriments par le microbiote intestinal permettant la 

production de métabolites bactériens pouvant agir sur les cellules épithéliales, le système immunitaire, le système 

nerveux ou passer dans la circulation sanguine pour agir sur l’ensemble de l’organisme. 
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e. Une évolution constante 

Le microbiote jouant un rôle vital pour l’hôte il est important de connaître quels facteurs 

participent à sa composition et quelles méthodes peuvent être employées afin de le moduler 

en cas de troubles associés à une dysbiose intestinale (Hasan & Yang, 2019).  

i. Facteurs affectant le microbiote intestinal 

Une dynamique importante et rapide du microbiote intestinal a lieu durant les trois premières 

années de vie puis se stabilise. La gestation, la voie d’accouchement et les années qui suivent 

ont donc une importance majeure afin d’avoir un « core » bactérien optimal pour une bonne 

santé. D’autres facteurs tels que l’alimentation et l’usage d’antibiotique ainsi que des facteurs 

internes à l’hôte peuvent également influencer la composition microbienne [Figure 8].  

Facteurs externes  

Voie d’accouchement et alimentation du nourrisson 

La colonisation initiale provenant majoritairement de la mère, le microbiote intestinal évolue 

ensuite de manière importante au cours des premières années de vie jusqu’à l’âge de trois 

ans (Yatsunenko et al., 2012). Le mode d’accouchement est l’un des facteurs majeurs de la 

composition microbienne initiale : un accouchement par voie basse induit une présence 

majoritaire de bactéries du genre Bifidobacterium, Lactobacillus et Prevotella ; tandis qu'un 

accouchement par césarienne favorise des bactéries du genre Streptococcus et 

Staphylococcus (Dominguez-Bello et al., 2010; Rutayisire et al., 2016). L'alimentation du nouveau-

né influence également la composition bactérienne : le lait maternel contient des IgA 

sécrétées et des oligosaccharides qui favorisent le maintien de bactéries du genre 

Lactobacillus et Bifidobacterium tandis qu’un lait industriel favorise le développement de 

bactéries du genre Enteroccocus ou Streptoccocus (Marcobal et al., 2010; Rogier et al., 2014). 

Alimentation 

L’alimentation et les nutriments qui y sont associés ont une influence directe et indirecte sur 

la composition du microbiote intestinal, notamment sur le ratio Firmicutes/Bacteroidetes 

(Sutoyo et al., 2020). Une augmentation de ce dernier est observé chez les personnes obèses et 

dans des modèles murins d’obésité (Turnbaugh et al., 2006), et peut être modulé à un niveau 

comparable à des personnes saines suite à une perte de poids (Ley et al., 2006).  
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Le régime occidental, caractérisé par une consommation excessive d’aliments transformés, 

fait l’objet d’une attention particulière en raison de son association avec le développement 

de maladies métaboliques. Ces aliments comprennent de nombreux additifs alimentaires tels 

que les émulsifiants qui ont un impact crucial sur le microbiote intestinal et le développement 

d’une inflammation intestinale (Chassaing et al., 2015; Naimi et al., 2021; Zinöcker & Lindseth, 2018) 

[Figure 7]. A l’inverse, le régime méditerranéen, principalement composé de fruits, légumes et 

céréales, montre de nombreux bienfaits sur la santé de personnes âgées ou de personnes 

obèses (Ghosh et al., 2020; Meslier et al., 2020). Les boissons consommées et leur pH ont 

également une influence : il a été démontré qu’une consommation de vin rouge augmente la 

diversité bactérienne (C. I. Le Roy et al., 2020) et une eau acidifiée induit un changement de 

composition bactérienne par opposition à une consommation d’eau alcaline (T. H. Hansen et 

al., 2018; Sofi et al., 2014; Wolf et al., 2014). 

 

Figure 7 - Impact des émulsifiants alimentaires sur le microbiote intestinal 
Les émulsifiants alimentaires modifient la localisation du microbiote intestinal et sa composition. Des souris 

saines ont été exposées à de l'eau potable (A) seule, contenant du CMC (B) ou du P80 (C) (1,0 %) pendant 12 

semaines. Analyse en microscopie confocale de la localisation microbienne : MUC2 (en vert), actine (en violet), 

bactéries (en rouge) et ADN (en bleu). Barre d'échelle : 20 mm. Distance des bactéries les plus proches des cellules 

épithéliales l'intestin (CE) (D). Quantification par PCR de la charge bactérienne adhérente à la muqueuse colique 

(E) ß-diversité : Analyse en composantes principales (UniFrac) de la composition bactérienne des souris (F). 

D'après B et al. 2015. CMC : Sodium carboxymethylcellulose. P80 : polysorbate-80. 
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L’âge 

Le microbiote intestinal va également évoluer de manière naturelle et continuelle de la même 

manière que l’ensemble des cellules qui composent l’organisme. Avec l’âge, il y a une 

diminution de la diversité bactérienne qui est observée ainsi qu’un changement de 

composition. Le microbiote de jeunes personnes est enrichi en bactéries bénéfiques pour la 

santé telles que les bactéries du genre Bifidobacterium, Lactobacillus et Bacteroides  tandis 

que le microbiote de personnes âgées est enrichi en bactéries opportunistes telles que les 

espèces Clostridium difficile et Clostridium perfrigens (Aleman & Valenzano, 2019; Nagpal et al., 

2018). Citons aussi Helicobacter pylori qui est retrouvé dans plus de 40% des personnes âgées 

et est associée à un risque d’ulcère gastro-duodénal(Pilotto & Franceschi, 2014) mais également 

de maladie neurodégénératives telles que les maladies de Parkinson et d’Alzheimer (Álvarez-

Arellano & Maldonado-Bernal, 2014). 

Usage d’antibiotique 

Les antibiotiques sont connus pour induire un changement rapide de la richesse et de 

l'abondance bactérienne intestinale mais ils impactent également la résilience du microbiote, 

c’est-à-dire sa capacité à revenir à son état initial et à rester stable. Des études ont démontré 

que lors de l’arrêt d’un traitement antibiotique il y a une résilience au niveau de la proportion 

des phyla bactériens mais que la diversité bactérienne reste amoindrie et peut persister 

durant des années (Jakobsson et al., 2010; Jernberg et al., 2007; Manichanh et al., 2010). En raison 

de leurs effets à large spectre, les antibiotiques vont éliminer des bactéries pathogènes et 

bénéfiques ce qui peut induire une augmentation de bactéries ou champignons 

opportunistes, et favoriser le développement de bactéries multi-résistantes (K. Brown et al., 

2015; Gutierrez et al., 2020). Par ailleurs, leur utilisation durant la grossesse influence le 

microbiote du nouveau-né (Mueller et al., 2015; Tekieli et al., 2016). 

Facteurs internes 

Génétiques 

Les miARN (micro ARN), correspondant à des ARN non-codants, sont des régulateurs post-

transcriptionnels de l’expression des gènes. Après leur synthèse dans le noyau, ils sont 

exportés dans le cytoplasme où ils sont maturés par la protéine dicer puis intégrés dans le 

complexe RISC (RNA-induced silencing complex). Ce dernier se fixe sur les parties 3’UTR 

(untranslated regions) des ARNm (ARN messagers) provoquant une inhibition de la traduction 
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et une dégradation de ces derniers. Longtemps considérés uniquement intracellulaires, le Dr. 

S. Gilad et ses collègues démontrèrent en 2008 la présence de miARN dans le milieu 

extracellulaire (Gilad et al., 2008) : dans la salive, les urines, le lait maternel, les fèces et le 

contenu intestinal (A. Link et al., 2010; S. Liu et al., 2016; Weber et al., 2010). 

Au niveau intestinal, la concentration en miARN varie le long du tractus gastro-intestinal : il y 

a une abondance décroissante de miARN de l’iléon jusqu’au côlon, inversement à la 

concentration de bactéries. Ils sont libérés dans le milieu extracellulaire par des exosomes de 

cellules épithéliales, intégrés dans les cellules bactériennes où ils vont se fixer sur les ARNm 

bactériens, inhiber l’expression des gènes et ainsi affecter la croissance bactérienne. Leur 

implication dans la composition bactérienne est supportée par la présence d’une dysbiose 

intestinale dans un modèle de souris transgénique n’exprimant pas la protéine dicer dans les 

cellules épithéliales intestinales, et n’ayant donc aucun miARN mature dans le contenu 

intestinal (S. Liu et al., 2016). 

Protéiques 

Le mucus produit par les cellules caliciformes est principalement composé de mucines, 

protéines appartenant à la famille des O-glycoprotéines, dont les résidus O-glycanés sont un 

site d’adhésion et une source nutritive bactérienne. Ainsi, le mucus est majoritairement 

colonisé par des bactéries exprimant des enzymes capables de métaboliser ces 

oligosaccharides complexes (Formosa-Dague et al., 2018; Ringot-Destrez et al., 2018; Tailford et al., 

2015).   

Les IgA sécrétées par les cellules immunitaires intestinales, après avoir atteint la lumière 

intestinale par transcytose au travers des cellules épithéliales, se lient à de multiples bactéries 

du fait de leur poly-réactivité pour les composants bactériens (Bunker & Bendelac, 2018). Ces 

complexes IgA-bactéries ont de multiples effets affectant la composition bactérienne 

intestinale : formation de biofilms bactériens les protégeant du système immunitaire et des 

antibiotiques, élimination par le système immunitaire après transcytose inverse au travers des 

cellules M ou encore modulation de l’expression des gènes bactériens (Bunker & Bendelac, 

2018; Peterson et al., 2007; Randal Bollinger et al., 2003; R. Roy et al., 2018).  

 

Les cellules de Paneth sécrètent des PAM après activation de leur récepteur PRR (pattern 

recognition receptor) par des composants bactériens. Les principaux PAM sont des lysozymes, 
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la phospholipase A2, l'α-défensine, la lectine RegIIIγ (regenerating islet-derived protein 3 

gamma) ou encore des ribonucléases (Elphick & Mahida, 2005; Ganz, 2003). 

 

 

Figure 8 – Les facteurs affectant le microbiote intestinal 
Représentation schématique des facteurs externes (A) et internes (B) affectant la composition du microbiote 

intestinal. Les facteurs internes peuvent inhiber (miRNA et peptides anti-microbiens) ou stimuler (mucus comme 

source nutritive) la croissance bactérienne et peuvent protéger (formation de biofilm) ou éliminer (système 

immunitaire et neutralisation) les bactéries via les IgA sécrétées.  
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ii. Modulation du microbiote intestinal 

Une dysbiose du microbiote pouvant causer ou participer au développement de divers 

troubles, des stratégies ont été développées afin de restaurer un équilibre bactérien [Figure 

9]. 

Prébiotiques 

Les prébiotiques sont des composés inertes, sources d’énergies pour les bactéries [Figure 9A] 

qui doivent remplir de multiples critères : résister à l’acidité gastrique, ne pas être métabolisés 

par les enzymes digestives de l’hôte, être métabolisés par le microbiote intestinal et stimuler 

sélectivement l’activité et/ou la croissance de bactéries associées à un effet bénéfique pour 

l’hôte. Ces traitements engendrent ainsi une modification de la composition du microbiote en 

promouvant la présence de bactéries ayant la machinerie enzymatique nécessaire pour les 

métaboliser, correspondant généralement aux bactéries du genre Bifidobacterium et 

Lactobacillus (Slavin, 2013; S. Wang et al., 2020). Les principaux prébiotiques utilisés sont les 

fibres végétales en raison de l’augmentation du taux d’AGCC et de la diminution du pH de 

l’environnement intestinal suite à leur fermentation. De nombreuses études ont analysé les 

effets bénéfiques de ces traitements, notamment dans le cas des troubles métaboliques tels 

que l’obésité et le diabète : un traitement à base d’oligofructose chez des souris transgéniques 

modèles d’obésité, Ob/Ob,  engendre une augmentation du taux de Bifidobacterium et corrige 

l’endotoxémie métabolique présente dans ce modèle (Cani, Possemiers, et al., 2009). 

Probiotiques 

Les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui présentent un effet bénéfique pour la 

santé [Figure 9B]. Usuellement, ils correspondent à des cocktails de bactéries du genre 

Lactobacillus et Bifidobacterium, bien que des levures peuvent également être utilisées 

(Dinleyici et al., 2012). Ils sont dosés de manière à ce qu’une quantité suffisante puisse passer 

au travers de l’environnement acide de l’estomac et doivent être pris quotidiennement pour 

que leurs effets soient maintenus. Dans l’environnement intestinal, ces probiotiques vont 

avoir un effet bénéfique via différents mécanismes (Bermudez-Brito et al., 2012) : compétition 

pour les sites d’adhésion, production de PAM tels que la reutérine (Talarico et al., 1988), 

modification du pH intestinal en produisant des substances telles que l’acide lactique ou 

acétique qui rendent l’environnement défavorable à la croissance bactérienne, stimulation du 
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système immunitaire ou encore maintien de l’intégrité de la barrière intestinale par 

stimulation des gènes codant pour les jonctions serrés et stimulation de la sécrétion de 

mucine. 

Symbiotiques 

Les symbiotiques allient les probiotiques et prébiotiques. Ils peuvent être sélectionnés de 

façon indépendante pour leur effet bénéfique, ou de manière à ce que le prébiotique soit 

bénéfique au probiotique associé (Pandey et al., 2015).  

Antibiotiques 

Les antibiotiques correspondent à des composés ayant un pouvoir bactéricide ou 

bactériostatique [Figure 9C]. Leurs mécanismes d’action sont multiples : inhibition de la 

synthèse protéique, inhibition de la synthèse d’acides nucléiques, inhibition de la synthèse de 

la membrane cellulaire ou inhibition du métabolisme des folates (Kapoor et al., 2017). Cette 

stratégie est cependant peu spécifique du fait de l’activité à large spectre de la plupart des 

antibiotiques éliminant ainsi des bactéries pathogènes et bénéfiques. Des chercheurs essaient 

de contourner cet inconvénient en développant des antibiotiques qui cibleraient des 

composants spécifiques tels que les récepteurs aux phéromones exprimés à la membrane 

cellulaire (Xu, Shao, et al., 2020). 

Phagothérapie 

Une alternative à l’usage d’antibiotiques, qui limitent la sélectivité des bactéries ciblées et 

favorisent le développement de bactéries multi-résistantes, est l’utilisation de virus pouvant 

infecter naturellement les bactéries : les phages ou bactériophages [Figure 9D]. Leur 

fonctionnement est similaire à celui des autres virus : ils se multiplient dans la cellule 

bactérienne induisant sa lyse (cycle lytique) et/ou intègrent leur ADN viral à l’ADN bactérien 

formant ainsi un prophage (cycle lysogénique). Les phages présentent l’avantage d’avoir une 

spécificité étroite avec leur cible bactérienne et présentent une efficacité pour traiter des 

infections intestinales non-corrigées par un traitement antibiotique (Dufour & Debarbieux, 

2017; Sausset et al., 2020). Une telle thérapie a montré des effets prometteurs dans le 

traitement des infections à Clostridium difficile ou Escherichia coli, sans induire une dysbiose 

intestinale comme peuvent le faire les antibiotiques (Gutiérrez & Domingo-Calap, 2020). 
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Transplantation fécale 

La transplantation fécale consiste à implanter le microbiote fécal d’un sujet donneur à un sujet 

receveur [Figure 9E]. Elle fut utilisée pour la première fois au quatrième siècle en Chine pour 

traiter des patients ayant ingéré de la nourriture empoisonnée (F. Zhang et al., 2012). Cette 

technique est maintenant utilisée pour traiter les infections bactériennes à Clostridium 

Difficile (Cammarota et al., 2014) et plus récemment étudiée dans des essais cliniques pour les 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin tels que la maladie de Crohn ou les colites 

ulcéreuses (Levy & Allegretti, 2019). Différentes voies de transplantation peuvent être utilisées : 

voie rectale par colonoscopie ou voie orale avec des capsules ou un tube nasogastrique (Ramai 

et al., 2019).  

 

Figure 9 – Les techniques de modulation du microbiote intestinal 
Représentation schématique des différentes techniques de modulation du microbiote intestinal avec l’utilisation 
de prébiotiques (A), probiotiques (B), antibiotiques (C), bactériophages (D) ou la transplantation fécale de 

microbiote (E). 
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3. Environnement du microbiote intestinal 

a. Anatomie générale de l’intestin 

Le tube digestif, composé de l’œsophage, estomac, intestin grêle, colon et rectum, est 

constitué de quatre couches communes à tous les segments [Figure 10] (Beaugerie et al., 2014). 

La première couche correspond à la muqueuse, elle-même divisée en trois parties : 

l’épithélium qui est en contact permanent avec le microbiote intestinal, la lamina propria 

contenant le GALT (Gut Associated Lymphoid Tissu) et la muqueuse musculaire correspondant 

à une fine couche de cellules musculaires lisses. Afin d’augmenter sa surface, la muqueuse 

forme des plis muqueux, l’épithélium contient des villosités et cryptes intestinales, et les 

cellules épithéliales possèdent des microvillosités au niveau apical. La deuxième couche, la 

sous-muqueuse, est constituée de tissus conjonctifs et d’une partie du système nerveux 

entérique, le plexus sous-muqueux de Meissner. La troisième couche appelé la musculeuse 

est composée de deux couches de cellules musculaires lisses, une circulaire interne et une 

longitudinale externe. Une partie du système nerveux entérique, le plexus myentérique 

d’Auerbach, se situe entre ces deux couches. La quatrième et dernière couche correspond à 

la sous-séreuse uniquement constituée de tissus conjonctifs. 

 

Figure 10 – Les couches composant la paroi intestinale 
Schéma adapté de Junquiera's Basic Histology 15th edition et représentant les quatre couches de la paroi 

intestinale ainsi que les différents repliements permettant d’augmenter la surface épithéliale. 
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b. Diversité cellulaire de l’épithélium  

L’épithélium intestinal contient de nombreux types cellulaires produit par les cellules souches 

au niveau des cryptes intestinales. Chacun de ces types cellulaires a une fonction principale 

spécifique résumé dans le tableau suivant [Figure 11] (Clevers & Bevins, 2013; Gerbe et al., 2012; 

Gribble & Reimann, 2019; Knoop & Newberry, 2018; Mabbott et al., 2013a; Snoeck et al., 2005; van 

der Flier & Clevers, 2009). 

 

Figure 11 – La diversité cellulaire au sein de l’épithélium intestinal 
Représentation schématique des différents types cellulaires retrouvés au sein de l’épithélium intestinal ainsi que 
leurs fonctions et morphologies respectives. 

c. Réseau nerveux 

Le tractus gastro-intestinal est tapissé d’un réseau nerveux divisé en deux parties : un réseau 

intrinsèque appelé le SNE (système nerveux entérique) et un réseau extrinsèque composé de 

fibres parasympathiques et orthosympathiques. 

i. Réseau intrinsèque  

Le SNE est considéré comme une troisième subdivision du système nerveux autonome et 

permet de réguler la motilité et les sécrétions de tout le tractus gastro-intestinal. Il est 

composé de circuits nerveux qui sont présents dans le plexus sous-muqueux de Meissner et 

le plexus myentérique d’Auerbach, et est composé de trois type de neurones [Figure 12] (Costa 

et al., 2000; Furness, 2000; J. G. P. Phillips, 1910) : 
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- Les neurones sensitifs ou IPAN (Intrinsic Primary Afferent Neuron) présents dans les 

deux plexus. Ils innervent la muqueuse intestinale et répondent à des stimuli 

chimiques ou mécaniques. 

- Les neurones effecteurs principalement présents dans le plexus myentérique 

d’Auerbach et constitués de motoneurones ascendants excitateurs et descendants 

inhibiteurs innervant les couches musculaires lisses. Leur activité opposée induit une 

contraction au niveau proximal et une relaxation au niveau distal permettant 

l’avancement du contenu intestinal. Il existe également une faible proportion de 

neurones sécréteurs présents uniquement dans le plexus sous-muqueux de Meissner. 

- Les interneurones présents dans le plexus myentérique d’Auerbach qui stimulent les 

motoneurones ascendants inhibiteurs ou descendants excitateurs suite à leur 

activation par les IPAN. 

 

 

Figure 12 – Le système nerveux entérique 
Représentation schématique des différents types neuronaux du système nerveux entérique. 
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Il a également été démontré la présence de cellules gliales entériques dans les plexus 

nerveux qui répondent à des signaux purinergiques et qui ont un rôle essentiel dans le 

développement du SNE au cours du développement et dans l’activité des circuits 

neuronaux locaux contrôlant la motilité intestinale. Ces cellules sont également 

présentent au niveau de la muqueuse intestinale où elles modulent le développement et 

la maturation des cellules épithéliales (Chow & Gulbransen, 2017). 

 

Ce SNE est décrit tel que le second cerveau du corps humain (Gershon, 1999) en raison des 

600 millions de neurones qui le composent et de la présence des circuits neuronaux locaux 

lui permettant d’assurer ses fonctions de manière autonome. Il communique cependant 

avec le SNC (système nerveux central) via un réseau extrinsèque. 

ii. Réseau extrinsèque 

Fibres parasympathiques 

Le réseau extrinsèque est composé de fibres parasympathiques correspondant en grande 

majorité aux fibres du nerf vague, dont 70-80% sont afférentes, qui innervent l’ensemble du 

tractus digestif à l’exception du côlon distal innervé par des fibres sacrales. 

Les afférences du nerf vague proviennent du ganglion inférieur du nerf vague et innervent la 

muqueuse, où elles forment des terminaisons libres afférentes au niveau de l’épithélium 

intestinal, et la musculeuse où elles forment des IGLE (intraganglionnic laminar ending) et IMA 

(intramuscular array). Les informations provenant de ces fibres sont relayées dans le bulbe 

rachidien au niveau du CVD (complexe vagal dorsal) comprenant le NS (noyau solitaire) et le 

NMDX (noyau moteur dorsal du nerf vague) où prennent origine les efférences vagales. 

[Figure 13]. Ce complexe forme un centre intégrateur majeur. Il projette et reçoit des 

informations des noyaux hypothalamiques – noyau arqué et noyau paraventriculaire – du 

noyau central de l’amygdale, de la strie terminale et du cortex frontal permettant un contrôle 

de la prise alimentaire, du métabolisme et de la contraction et sécrétion intestinale (Browning 

& Travagli, 2014; M. B. Hansen, 2003; M. Rao & Gershon, 2016; Waise et al., 2018; X. Zhang et al., 

2003). 
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Fibres orthosympathiques 

Les fibres afférentes orthosympathiques relaient les informations jusqu’à la corne dorsale de 

la moelle épinière. Il s’en suit une transmission efférente aux neurones préganglionnaires qui 

connectent avec les neurones postganglionnaires au niveau des ganglions prévertébraux. Les 

neurones postganglionnaires innervant l’estomac sont contenus dans le ganglion cœliaque, 

ceux innervant les intestins dans les ganglions mésentériques supérieurs et inférieurs, et ceux 

innervant le côlon dans le ganglion pelvien [Figure 13]. Ces fibres orthosympathiques 

innervent les couches musculaires lisses, les vaisseaux sanguins, les neurones du SNE et  les 

plaques de Peyer et permettent une modulation du péristaltisme, du flux sanguin, de la 

sécrétion et du système immunitaire intestinal (Browning & Travagli, 2014). 

 

Figure 13 – Le réseau extrinsèque de la paroi intestinale 
Représentation schématique des réseaux de fibres vagales parasympathiques et orthosympathiques innervant la 

paroi intestinale ainsi que les différentes afférences vagales. 

NS: noyau solitaire. NMDX: noyau moteur dorsal du nerf vague. CV: corne ventrale. CD: corne dorsale. IMA: 

intramuscular array. IGLE: intraganglionnic laminar ending. 
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d. Réseau immunitaire 

Une grande partie du tractus gastro-intestinal est occupé par le tissu lymphoïde, le GALT, 

localisé au niveau de la lamina propria. Il comprend les plaques de Peyer présentes de manière 

abondante au niveau de l’iléon et les ILF (isolated lymphoid follicles) (Brandtzaeg et al., 2008). 

Les plaques de Peyer ont une organisation spécifique contrairement aux ILF. Elles possèdent 

un centre germinatif (CG) où a lieu la maturation des LB (lymphocytes B), une zone enrichie 

en LB et une zone de LT (lymphocyte T).  

L’épithélium associé à ces follicules (FAE – follicule associated epithelium) possède des cellules 

spécialisées, les cellules M, permettant la transcytose d’antigènes bactériens, alimentaires ou 

cellulaires vers les cellules immunitaires. Ces cellules présentent une absence de microvillosité 

au niveau apical, et une invagination (ou poche) au niveau basolatéral. Cette poche permet de 

réduire la distance entre la surface apicale et basolatérale pour la transcytose des vésicules 

contenant les antigènes (Mabbott et al., 2013b). 

e. Réseau glial 

Citons également la présence de cellules entériques gliales qui présentent une morphologie 

similaire aux astrocytes présents dans le SNC et expriment les marqueurs GFAP (glial fibrillary 

acidic protein) et S-100β. Elles sont situées au niveau des cryptes où elles peuvent interagir 

avec les cellules épithéliales et également étendre leurs prolongements au niveau des 

capillaires sanguins de la muqueuse intestinale en formant des pieds astrocytaires, mais elles 

sont également retrouvées en plus forte majorité dans les ganglions entériques au niveau des 

plexus neuronaux (Y.-B. Yu & Li, 2014). Il a été démontré qu’elles modulent l’inflammation via 

la production de cytokines pro- et anti-inflammatoires et jouent également un rôle dans le 

maintien de l’intégrité de la barrière intestinale : une altération de la barrière dans un modèle 

murin BALB/c engendrée par une brûlure peut être prévenue par la stimulation des récepteurs 

nicotiniques du nerf vague et est associé à une activation des cellules entériques gliales 

(Costantini et al., 2012). 
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CHAPITRE 2  

L’AXE MICROBIOTE INTESTINAL / CERVEAU   
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II – L’axe microbiote intestinal / cerveau 

Durant le 19ème siècle, de nombreux docteurs accordaient une grande importance aux 

intestins et les considéraient comme l’organe le plus important du corps humain en raison de 

leur influence sur le bien-être émotionnel. L’existence de cette relation intestin – cerveau fut 

appuyée par l’observation des conséquences engendrées par une consommation excessive de 

thé par les femmes durant l’époque victorienne au Royaume-Uni : elles développaient une 

dyspepsie suivie de problèmes mentaux (I. Miller, 2018). D’autres découvertes scientifiques 

durant le 20ème siècle, telles que le traitement de la dépression par un changement de régime 

alimentaire (J. G. P. Phillips, 1910) ou l’augmentation du taux d’histamine cérébrale chez des 

rats axéniques en comparaison à des rats conventionnels (Hegstrand & Hine, 1986) ont permis 

de démontrer que le microbiote intestinal occupe une place majeure dans la relation intestin 

– cerveau, communément appelée l’axe microbiote intestinal-cerveau. Cette communication 

est permise grâce à l’action du microbiote intestinal sur les cellules immunitaires, endocrines 

et nerveuses de l’intestin [Figure 14]. 

 

Figure 14 – Les voies de communication entre le microbiote intestinal et le cerveau. 
Le microbiote intestinal communique avec le cerveau via le nerf vague et la circulation sanguine par son 

interaction avec les cellules intestinales décrivant ainsi trois voies de communication majeures : 1/ voie 

immunitaire, 2/ voie endocrine et 3/ voie nerveuse. 
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1. Voies de communication 

a. Les acteurs microbiens et leurs cibles 

i. Composants microbiens et leurs récepteurs 

Les composants bactériens peuvent agir sur des récepteurs PRR (pattern recognition receptor) 

membranaires et cytoplasmiques présentés dans la figure suivante [Figure 15]. Ces récepteurs 

sont principalement exprimés sur les cellules immunitaires et permettent l’induction d’une 

réponse immunitaire suite à une stimulation microbienne. 

 

Figure 15 – Les différents récepteurs PRR et leurs ligands 
Représentation schématique de la localisation des différents récepteurs PRR ainsi que le tableau non-exhaustif 

de leurs ligands adapté de Mogensen 2009. 

TLR : Toll-like receptor. CLR : C-type lectin receptor. RLR : Rig-1-like receptor. NLR : Nod-like receptor. LPS : 

lipopolysaccharide. DAP : diaminopimelic acid. MDP : Muramyl dipeptide. ATP : adénosine triphosphate. 
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Les récepteurs PRR membranaires 

Les « Toll-like receptors » 

Les récepteurs TLR peuvent être exprimés au niveau de la membrane extracellulaire mais 

également sur les membranes endosomales. Leur activation par leurs ligands entraîne le 

recrutement des protéines adaptatrices Myd88 (myeloid differentiation primary response 88) 

ou TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β). L’ensemble des récepteurs 

TLR peut utiliser la protéine Myd88 à l’exception du récepteur TLR3. 

Le complexe ligand-récepteur-Myd88 entraîne le recrutement des kinases IRAK1 et IRAK4 

(interleukin-1 receptor-associated kinase 1 et 4) qui s’autophosphorylent. IRAK1 phosphorylée 

s’associe avec une protéine de la famille des facteurs associés aux récepteurs TNF (tumor 

necrosis factor), la protéine TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6). 

Le complexe ligand-récepteur-TRIF quant à lui active la protéine TRAF3 ou peut également 

activer TRAF6 via la protéine kinase RIPK1 (receptor interacting protein kinase) (Cusson-

Hermance et al., 2005; Kawasaki & Kawai, 2014) [Figure 16A]. 

Les « C-type lectin receptors » 

Les récepteurs CLR reconnaissent des groupements β-glucanes, tels que le récepteur Dectin-1 

(Dendritic cell-associated C-type lectin) ou des groupements mannoses, tels que les récepteurs 

Dectin-2 et Mincle (macrophage-inducible C-type lectin). Leur activation entraîne 

respectivement le recrutement de la protéine ITAM (immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif), ou de la protéine ITAM associée à une protéine adaptatrice Fc (fragment 

cristallisable). Ce complexe ligand-récepteur-ITAM recrute la protéine kinase Syk (spleen 

tyrosine kinase) qui active la protéine PKCδ (protéine kinase C δ). Cette dernière active le 

complexe CBM , composé des protéines CARD9-Bcl10-MALT1 (caspase activation and 

recruitment domain / β-cell lymphoma / mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma 

translocation protein 1) qui peuvent activer TRAF6 (T.-H. Li et al., 2019) [Figure 16B]. 

Les récepteurs PRR cytoplasmiques 

Les « Nod-like receptors » 

Les deux principaux NLR qui reconnaissent les composants bactériens sont les récepteurs 

NOD1 et NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain 1 et 2) appartenant à la famille 

des récepteurs NLR dotés d’un domaine CARD, les NLRC. Ces récepteurs reconnaissent 
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respectivement des peptidoglycanes exprimés par une majorité de bactéries Gram négatives 

telle que le iE-DAP (γ-d-glutamyl-meso-diaminopimelic acid) et des peptidoglycanes exprimés 

par toutes les bactéries telles que le MDP (muramyl dipeptide). Ils activent ensuite la protéine 

kinase RIPK2 permettant l’activation des protéines TRAF3 et TRAF6 (Y. K. Kim et al., 2016). 

Le récepteur NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3) appartenant aux 

récepteurs NLR ayant un domaine pyrine est également un récepteur ayant un rôle majeur 

dans la reconnaissance microbienne. Il appartient à l’inflammasome NLRP3 composé du 

récepteur du même nom et des protéines ASC (Apoptosis-associated speck-like protein 

containing a CARD) et caspase-1 qui permettent la maturation de l’IL-1β (interleukine de type 

1β) (J. J. Kim & Jo, 2013) [Figure 16C]. 

Les « Rig-1-like receptors » 

Les récepteurs RLR sont composés des récepteurs RIG1 (retinoic-acid inducible gene 1) et 

MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5) qui possèdent un domaine DEAD 

(motif asparagine-glutamine-alanaine-asparagine) permettant de se lier aux ARN viraux. Cette 

liaison engendre le recrutement de la protéine adaptatrice IPS-1 (interferon-β promotor 

stimulator I) également appelé MAVS (mitochondrial antiviral-signaling protein), et leur 

relocalisation au niveau des membranes mitochondriales. Ce complexe ligand-récepteur-IPS1 

va engendrer l’activation des protéines TRAF3 et TRAF6 (Loo & Gale, 2011) [Figure 16D]. 

Les cascades de signalisation engendrées par l’activation des protéines TRAF3 et TRAF6 

induisent la translocation nucléaire de facteurs de transcription permettant la production de 

cytokines pro-inflammatoire et d’interféron (IFN) de type I [Figure 16E]. 

La protéine TRAF6 activée va s’associer avec l’ubiquitine ligase E3. Ce complexe 

engendre la polyubiquitination K63 de la protéine TAK1 (mitogen-activated protein kinase 

kinase kinase 7, ou MAPKKK7) et permet son activation.  

TAK1 peut activer la voie NF-κB (nuclear factor-κ-B) : elle phosphoryle le complexe IKK 

(inhibitor of nuclear factor-κ-B kinase) qui phosphoryle le facteur IκB (inhibitor of nuclear 

factor-κ-B) entraînant sa polyubiquitination K48 et sa dégradation. Ce facteur étant un 

inhibiteur du facteur de transcription NF-κB, sa dégradation permet la translocation nucléaire 

du facteur NF-κB. TAK1 peut également activer la voie des MAPK (mitogen-activated protein 
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kinase) avec les facteurs ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase), P38 et JNK (c-Jun N-

terminal kinase) permettant l’activation et la translocation du facteur de transcription AP-1 

(activator protein 1). 

La protéine TRAF3 activée permet l’activation de la protéine kinase TBK1 (TANK-

binding kinase-1 / TANK : TRAF family member-associated NF-κB) engendrant la 

phosphorylation des facteurs de transcription IRF3 et IRF7 (interferon regulatory factor 3 et 7) 

et leur translocation nucléaire. 

 

Figure 16 – Les voies de signalisation des récepteurs PRR menant à une réponse immunitaire 
Les composants bactériens vont agir sur les différents récepteurs TLR (Toll-like receptor), CLR (c-type lectin 

receptor), NLR (NOD-like receptor) et RLR (RIG1-like receptor) induisant la translocation nucléaire de facteurs de 

transcription permettant la production de cytokines pro-inflammatoires et d’interféron de type I. 
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ii. Métabolites bactériens et leurs récepteurs 

Les bactéries produisent de manière continuelle de nombreux métabolites provenant 

majoritairement du métabolisme des glucides, des acides aminés et des lipides (Y. Ji et al., 2019; 

Neis et al., 2015; Postler & Ghosh, 2017). 

Les acides gras à chaîne courte 

L’acétate, le butyrate et le propionate sont les principaux métabolites bactériens de la classe 

des acides gras à chaine courte (AGCC). Ils se lient à des RCPG (récepteurs couplés aux 

protéines G) : GPR41 (G-protein regulator 41) ou FFAR3 (free-fatty acid receptor 3), GPR43 ou 

FFAR2, GPR109a et OLFR78 (olfactory receptor 78). GPR43 peut se lier à l’ensemble des AGCC, 

GPR41 au propionate et butyrate, GPR109a au butyrate, et OLFR78 à l’acétate et propionate.  

Les AGCC bactériens peuvent également agir au niveau intracellulaire, suite à leur passage au 

travers de la membrane par des transporteurs tels que Slc16a1 et Slc5a8 (solute carrier 16a1 

et 5a8) (Corrêa-Oliveira et al., 2016), et inhiber les HDAC (histones désacétylases) induisant des 

remodelages de la chromatine et modulant ainsi la transcription. 

Les acides biliaires 

Le cholestérol est métabolisé par les hépatocytes en acides biliaires tel que l’acide cholique et 

l’acide chénodésoxycholique, qui sont ensuite transformés en acides biliaires secondaires tels 

que l’acide lithocholique, l’acide désoxycholique et l’acide ursodéoxycholique par les bactéries 

intestinales. Ces métabolites peuvent agir sur le RCPG GPBAR1 (G protein-coupled bile acid 

receptor-1), ou TGR5, et sur le récepteur nucléaire FXR (Farnesoid X receptor). 

Le métabolisme du tryptophane 

Le tryptophane, acide aminé essentiel pour l’organisme, peut être métabolisé selon trois voies 

métaboliques principales: la voie de la kynuréine, la voie de l’indole et la voie de la sérotonine 

(Taleb, 2019) [Figure 17].  

La voie de la sérotonine est minoritaire et est due à l’expression de l’enzyme Tph1 

(tryptophane hydroxylase 1) par les cellules épithéliales intestinales dont l’expression est 

modulée par le microbiote intestinal (Reigstad et al., 2015; Yano et al., 2015). La voie de la 

kynuréine entraîne la production de kynuréine et de nombreux dérivés tels que l’acide 

kynuréique, l’acide quinolinique et l’acide picolonique qui ciblent les récepteurs NMDA (N-

methyl-d-aspartic acid), α-7 nAChR (récepteur nicotinique de l’acétylcholine de type α-7 / 
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ACh : acétylcholine) et GPR35 (Dehhaghi et al., 2019; J. Wang et al., 2006). La voie de l’indole 

permet, via la tryptophanase exprimée par les bactéries, la production d’indole et de ses 

dérivés tels que l’indole-3-aldéhyde, l’acide indole-3-acétique et l’acide indole-3-propionique. 

La tryptophane décarboxylase bactérienne, exprimée par seulement 10% de la population 

d’après le HMP (Human Microbiota Project), permet également de métaboliser le tryptophane 

en tryptamine (Williams et al., 2014). Ces métabolites exercent leurs effets via des récepteurs 

nucléaires tels que AhR (aryl hydrocarbon receptor) et PXR (pregnane X receptor), ou via le 

récepteur de la sérotonine de type 4 (5-HT4R / 5-HT : 5-hydroxytryptamine, ou sérotonine) 

(Bhattarai et al., 2018). 

 

Figure 17 – Le métabolisme du tryptophane 
Représentation schématique des voies de la kynuréine, de la sérotonine, de la tryptamine et de l’indole provenant 
du métabolisme du tryptophane. 

Les neurotransmetteurs 

D’autres neurotransmetteurs que la sérotonine peuvent être produit par le microbiote 

intestinal tels que le l’ACh , le GABA (γ-aminobutyric acid) et les catécholamines dopamine et 

noradrénaline (Roshchina, 2010; Strandwitz, 2018; Sudo, 2019) qui agissent sur des récepteurs 

spécifiques, détaillés dans une prochaine section. 
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De nombreux autres métabolites tels que la triméthylamine et ses précurseurs (choline et 

carnitine), les polyphénols, les dérivés de l’arginine (putrescine, spermidine, spermine, 

citrulline, ornithine, agmatine), l’ATP, les acides gras à chaîne ramifiée (isovalerate, 

isobutyrate, valerate) et les dérivés histidine (histamine, imidazole propionate) sont 

également produits par le métabolisme bactérien. 

b. Microbiote et cellules endocrines 

Les cellules endocrines intestinales ou enteroendocrines représentent 1% des cellules 

épithéliales intestinales. Le tableau 1 ci-dessous résume les différents types cellulaires 

endocriniens existants et leurs principales hormones sécrétées. 

 

Tableau 1 – Les différentes cellules endocrines intestinales et les hormones sécrétées 
Adapté de Yu et al. 2020. EC : enterochromaffin cell. ECL : enterochromaffin cell-like. 5-HT : 5-hydroxytryptamine. 

CCK : cholécystokinine. GIP : gastric inhibitory polypeptide. GLP: glucacon-like peptide. PYY : peptide tyrosine 

tyrosine. 

 

Des études ont démontré que le microbiote intestinal peut induire l’augmentation de 

l’expression de l’enzyme Tph1 par les cellules entérochromaffines (EC) permettant la 

production de 5-HT à partir du tryptophane (Yano et al., 2015), et qu’un traitement avec des 

prébiotiques stimule la différenciation des cellules souches intestinales en cellules de type L 

(Cani, Hoste, et al., 2007). 

D’un point de vue mécanistique, ces cellules expriment des récepteurs répondant aux 

composants bactériens et aux AGCC tels que TLR2, TLR4, GPR41, GPR43 et GPR109a. De 

même, elles expriment le récepteur T2R38 (ou T2R138 chez la souris – T2R : taste receptor 2) 

qui est en capacité de répondre aux homosérines lactones impliquées dans la détection du 
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quorum des bactéries gram négatives, le récepteur OLFR558 répondant au métabolite 

bactérien isovalérate, et le récepteur 5-HT4 répondant à la sérotonine (Bellono et al., 2017; 

Hoffman et al., 2012; Viswanathan, 2013).  

La modulation de l’activité des cellules endocrines entraîne donc des variations plasmatiques 

des différentes hormones intestinales qui peuvent agir au niveau cérébral, notamment dans 

les comportements de prise alimentaire. Une étude a démontré qu’un traitement avec des 

prébiotiques administré à des souris engendre une augmentation des taux de GLP1 et PYY 

plasmatiques, associée à une augmentation de la satiété (Cani, Lecourt, et al., 2009). 

c. Microbiote et cellules immunitaires 

En présence d’antigènes, les lymphocytes T (LT) vont maturer en LT auxiliaires (Th – 

lymphocyte T helper), régulateurs (Treg) ou cytotoxiques. Les Th17 et Treg Foxp3+ (forkhead 

box P3) sont les deux types lymphocytaires majeurs ayant un rôle au niveau de la réponse 

inflammatoire intestinale, et sont fortement modulés par le microbiote intestinal (Omenetti & 

Pizarro, 2015). Il a été démontré que les bactéries SFB activent la différenciation des Th17 

(Ivanov et al., 2009),  Bacteroides fragilis active le développement des Treg Foxp3+ et stoppe le 

développement des Th17 (Round et al., 2011) et les bactéries du genre Clostridium induisent le 

développement de Treg (Atarashi et al., 2011). D’un point de vue mécanistique, les AGCC sont 

l’un des premiers acteurs modulant le système immunitaire. 

Le lactate et le pyruvate induisent l’extension de protrusions dendritiques via le récepteur 

GPR31 des cellules CX3CR1+ (récepteur 1 de la chimiokine CX3C / CX3C : fractalkine) (Morita 

et al., 2019). L’acétate et le butyrate engendrent la production d’acide rétinoïque par les 

cellules dendritiques via, respectivement, les récepteurs GPR42 et GPR109a, permettant la 

production d’IgA sécrétoires (W. Wu et al., 2017) et la différenciation des Treg (Furusawa et al., 

2013; Singh et al., 2014), et permettent via leurs actions sur les HDAC de moduler la 

transcription de gènes impliqués dans la réponse inflammatoire tel que Foxp3+ (Lucas et al., 

2009; Silva et al., 2018). 

Les cytokines circulantes, produites suite à l’activation des cellules immunitaires, peuvent 

passer la BHE (barrière hémato-encéphalique) (Banks et al., 1995) et avoir une interaction 

directe avec le cerveau, ou peuvent déstabiliser la BHE augmentant ainsi sa perméabilité 

(Varatharaj & Galea, 2017). Des études ont par ailleurs démontré qu’une modulation 

immunitaire par le microbiote permet d’engendrer ou de soigner des troubles cérébraux (Fung 
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et al., 2017). L’administration du probiotique Lactobacillus johnsonii dans un modèle murin ICR 

de colite permet de restaurer la dysbiose intestinale, diminuer l’inflammation, et corriger les 

déficits de mémoire présents dans ce modèle (Jang et al., 2018). De même, l’administration de 

Bifidobacterium infantis permet de diminuer l’inflammation et de corriger les déficits 

comportementaux dans le modèle de dépression de séparation maternelle chez le rat 

Sprague-Dawley (Desbonnet et al., 2010). 

d. Microbiote et cellules nerveuses 

Le nerf vague est la composante majeure de la voie nerveuse permettant au microbiote de 

communiquer avec le cerveau. Il a été démontré que l’administration de Lactobacillus 

rhamnosus à des souris modifie l’expression cérébrale des différents récepteurs au GABA et 

que cet effet est perdu lors d’une vagotomie (Bravo et al., 2011). Par ailleurs, une 

transplantation fécale de microbiote dysbiotique provenant de souris stressées est en 

capacité de diminuer la neurogenèse hippocampique et d’induire des états dépressifs chez les 

souris receveuses, à condition que le nerf vague soit intact (Siopi et al., 2019). 

D’un point de vue mécanistique, le nerf vague possède de nombreux récepteurs qui 

répondent au microbiote intestinal, tels que les récepteurs TLR2, TLR4, GPR41 et GPR35 (Brun 

et al., 2013; Egerod et al., 2018; Hosoi et al., 2005; Nøhr et al., 2015), et aux hormones et cytokines 

intestinales tels que les récepteurs CCK-A, GLP-1R, Y2R (Y pour NPY : neuropeptide), H2R (H 

pour histamine), H3R, IL-1R et TNF-1/2R (Gray & Magnuson, 1987; M. B. Hansen, 2003; Steinberg et 

al., 2016). Les cellules nerveuses du SNE relayent des informations du microbiote intestinal au 

nerf vague via les récepteurs répondants aux ARN viraux – TLR3 et TLR7 – et aux composants 

et métabolites bactériens – TLR4 et FFAR3 (Barajon et al., 2009; Nøhr et al., 2013). Le nerf vague 

et le SNE expriment également de nombreux récepteurs qui répondent aux 

neurotransmetteurs résumés dans le tableau 2 (Bornstein, 2012; Egerod et al., 2018; Hyland & 

Cryan, 2010; Mittal et al., 2017; Ren & Bertrand, 2008; Seifi et al., 2014; Zhou & Verne, 2008). 
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Tableau 2 – Les récepteurs aux neurotransmetteurs exprimés par le système nerveux entérique 

 

L’ensemble de ces récepteurs est exprimé de manière hétérogène. Ils sont exprimés au niveau 

des terminaisons libres des afférences mucosales présentes à proximité des villosités et des 

cryptes intestinales permettant un contact direct avec les ligands, au niveau des corps 

cellulaires dans le ganglion inférieur du nerf vague et dans le CVD (complexe vagal dorsal) du 

bulbe rachidien. A ce niveau, la BHE n’est pas entièrement intacte permettant aux neurones 

du NS (noyau solitaire) et du NMDX (noyau moteur dorsal du nerf vague) d’être accessibles 

aux ligands circulants (Maolood & Meister, 2009; Travagli, 2012).  
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2. Microbiote intestinal et homéostasie cérébrale 

a. Barrière hémato-encéphalique 

La BHE, présente autour des capillaires pénétrant le cerveau, est une barrière physique 

permettant d’isoler et de protéger le SNC contre les substances circulantes. Ce contrôle passif 

entre le système sanguin et nerveux lui confère un rôle essentiel dans le maintien de 

l’homéostasie cérébrale. 

i. Composition de la BHE 

La BHE se compose de trois types cellulaires formant une unité neurovasculaire : les cellules 

endothéliales (CE), les péricytes et les pieds astrocytaires (Kadry et al., 2020). 

Les CE présentent un faible niveau de transcytose entre leur membrane luminale – en contact 

avec le système sanguin – et adluminale, et sont reliées entre elles par des jonctions serrées, 

créant ainsi une barrière paracellulaire et transcellulaire (Ayloo & Gu, 2019). Des péricytes 

entourent ces CE au niveau de leur membrane adluminale et sont en contact direct avec celle-

ci via des jonctions communicantes. Elles ont un rôle immunitaire et de régulation du flux 

sanguin cérébral via leur fonction phagocytaire et contractile, et semblent avoir une activité 

de cellules souches multipotentes pouvant se différencier en lignée cellulaire vasculaire ou 

neuronale (L. S. Brown et al., 2019). Le dernier type cellulaire correspond aux pieds astrocytaires 

créant un lien direct entre les capillaires sanguins et le système neuronal. Ils ont un rôle dans 

la régulation du flux sanguin cérébral, dans l’expression des protéines des jonctions serrées, 

dans l’homéostasie de l’eau via l’expression d’aquaporines et dans la captation de glucose 

sanguin indispensable au fonctionnement cérébral (C. Y. Liu et al., 2018). 

ii. Perméabilité de la BHE 

La fonction de la BHE est primordiale pour réguler le passage de molécules entre le système 

sanguin et le SNC, dont les différents moyens de transport sont illustrés dans le tableau 3 

(Pardridge, 2012; A. Wong et al., 2013).  

Les organes circumventriculaires sont des zones cérébrales où la BHE est extrêmement 

perméable permettant des échanges importants avec le système sanguin : la glande pinéale, 

la neurohypophyse, l’éminence médiane, l’area postrema, l’organe subfornical, et l’organe 

vasculaire de la lame terminale (Kiecker, 2018).  
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Tableau 3 – Mécanismes de transport via la barrière hémato-encéphalique 
Adapté de A. Wong et al., 2013. 

iii. Modulation de la BHE par le microbiote intestinal 

L’intégrité de la BHE peut être altérée par le microbiote intestinal [Figure 18 & 23A]. En effet, 

l’étude de souris axéniques C57BL/6J a démontré une augmentation de la perméabilité de la 

BHE au stade fœtal et à l’âge adulte, associée à une diminution de l’expression des protéines 

des jonctions serrées Occludine et Claudine-5. La vascularisation cérébrale ainsi que les 

péricytes ne sont cependant pas impactés par l’absence de micro-organismes. Par ailleurs, ces 

défauts de perméabilité sont reversés aussi bien par une colonisation avec un microbiote fécal 

complet, avec des souches bactériennes spécifiques (Clostridium tyrobutyricum ou 

Bacteroides thetaiotaomicron) (Braniste et al., 2014). Une seconde étude sur des souris BALB/C 

traitées avec une faible dose d’antibiotique, la pénicilline, durant les premiers stades de vie 

montre une diminution de la perméabilité de la BHE associée avec une augmentation de 

l’expression des jonctions serrées. Cet effet est prévenu par l’administration de Lactobacillus 

rhamnosus (Leclercq et al., 2017). Il est intéressant de noter que l’administration de l’espèce 

bactérienne Clostridium butyricum ou de butyrate de sodium sont également en capacité de 
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contrer l’augmentation de la perméabilité de la BHE dans un modèle murin C57BL/6 de trauma 

crânien (H. Li et al., 2016, 2018).  

 

Figure 18 – Modulation de la perméabilité de la barrière hématoencéphalique par un probiotique 
L’exposition au probiotique Lactobacillus rhamnosus durant la période embryonnaire et jusqu’au sevrage est en 
capacité de contrer l’augmentation des protéines Claudine-5 et Occludine dans l’hippocampe de souris induite 

par un traitement à la pénicilline durant la même période. Analyse par Western Blot de la quantité relative des 

protéines normalisée par la quantité de β-actine trois semaines après l’arrêt des traitements (n=5 par groupe).  

D’après Leclercq et al. 2017. 

b. Neurotransmission 

Comme vu précédemment, le microbiote intestinal est en capacité de produire des 

neurotransmetteurs dans la lumière intestinale qui vont avoir une action locale. De 

nombreuses études montrent que ce microbiote intestinal est également en capacité de 

moduler les taux de GABA, de sérotonine, de catécholamines et de leurs récepteurs au niveau 

du SNC, modulant ainsi les systèmes de neurotransmission majeurs du cerveau (Mazzoli & 

Pessione, 2016; Strandwitz, 2018) [Figure 23B]. 

i. GABA 

Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur du SNC. Il réduit l’activité neuronale et 

joue un rôle important dans l’anxiété et la dépression. L’étude du Dr. JA. Bravo et de ses 

collaborateurs (Bravo et al., 2011) démontre l’implication directe du microbiote intestinal sur 

le système gabaergique du SNC. En effet l’administration de Lactobacillus rhamnosus chez des 

souris modifie de manière région-dépendante le taux d’ARNm des récepteurs au GABA. 

L’ARNm du récepteur GABA-B1b se retrouve augmenté dans les régions corticales pré-

limbique et cingulaire, et diminué au niveau de l’hippocampe, l’amygdale et le locus cœruleus. 

De même, l’ARNm du récepteur GABA-Aα2 se retrouve augmenté dans l’hippocampe et 

diminué dans le cortex préfrontal et l’amygdale. Une diminution du comportement anxieux et 

dépressif est également observée chez ces animaux. Le nerf vague est une composante 

indispensable car ces effets ne sont pas retrouvés chez des souris vagotomisées. Par ailleurs, 

d’autres chercheurs ont démontré que cette espèce bactérienne, Lactobacillus rhamnosus, 
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augmente la fréquence de l’activité des fibres afférentes de ce nerf (Perez-Burgos et al., 2013). 

Une seconde étude démontre que la colonisation de souris axéniques avec du microbiote 

provenant de patients schizophrènes induit une augmentation du taux de GABA au niveau 

hippocampique et est associée avec le développement de symptômes schizophréniques 

(Zheng et al., 2019).  

ii. 5-HT 

La sérotonine est un neurotransmetteur ayant un rôle majeur dans la régulation de divers 

processus biologiques tels que l’humeur, l’apprentissage, la mémoire, la prise de décision, le 

sommeil et la digestion. Ne passant pas la BHE, sa production au niveau cérébral est 

totalement dépendante de la disponibilité de son précurseur, le tryptophane. Cependant, le 

taux de tryptophane circulant pouvant passer la BHE est modulé par le microbiote intestinal. 

Ce dernier a un rôle largement décrit dans la production de sérotonine au niveau intestinal, 

représentant 90% du taux de sérotonine présente dans l’organisme, diminuant ainsi le taux 

de tryptophane circulant et indirectement la quantité de sérotonine cérébrale. 

En effet, des études sur souris axéniques démontrent une augmentation du taux de 

tryptophane circulant et de sérotonine au niveau cérébral (Clarke et al., 2013; Heijtz et al., 2011), 

et une diminution du taux de sérotonine circulante reflétant une diminution de la production 

de sérotonine au niveau intestinal (Wikoff et al., 2009). Par ailleurs, l’administration de 

Bifidobacteria infantis chez des rats augmente le taux de tryptophane circulant (Desbonnet et 

al., 2010).  

Comme décrit précédemment, l’action du microbiote intestinal sur la disponibilité en 

tryptophane est d’une part dû à un effet direct via le métabolisme du tryptophane alimentaire 

par les bactéries intestinales (Taleb, 2019), et d’autre part dû à un effet indirect via le 

métabolisme du tryptophane par l’enzyme Tph1 des cellules EC qui est modulée par le 

microbiote intestinal (Yano et al., 2015). 

iii. Catécholamines 

Les catécholamines correspondent à la dopamine, la noradrénaline et l’adrénaline. Elles sont 

impliquées dans le système de récompense et ont un rôle dans la prise de décision, la 

motivation, l’attention, la mémoire et les états d’alertes. Le microbiote intestinal est en 

capacité d’altérer le taux cérébral de catécholamines ainsi que l’expression de leurs 
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récepteurs. En effet, chez des souris axéniques on observe une augmentation du taux de 

dopamine et noradrénaline dans le striatum et une diminution de l’expression des récepteurs 

D1 dans le gyrus denté (Heijtz et al., 2011). De même, une déplétion bactérienne par traitement 

antibiotique chez des souris entraîne une exacerbation des réponses comportementales lors 

d’une administration de cocaïne et une augmentation du taux de récepteurs D1 dans le noyau 

accumbens (Kiraly et al., 2016). Par ailleurs, il a récemment été démontré que l’espèce 

bactérienne Enterococcus faecalis produit de la L-Dopa, le précurseur des catécholamines, qui 

est en capacité de passer la BHE (Y. Wang et al., 2021). 

Il est important de noter que la plus grande partie des recherches étudiant le microbiote 

intestinal et les systèmes de neurotransmission cérébrale s’est principalement intéressée aux 

systèmes gabaergiques, sérotoninergiques et catécholaminergiques. Néanmoins, l’ensemble 

des systèmes de neurotransmission semblent modulés par le microbiote intestinal.  

c. Facteurs neurotrophiques 

i. Qui sont-ils ? 

Les facteurs neurotrophiques constituent une grande famille de protéines impliquées dans la 

différenciation, la croissance et la survie neuronale. Ils sont subdivisés en trois sous-familles : 

les neurotrophines, les facteurs neurotrophiques dérivés des cellules gliales ou GDNF (glial 

cell line-derived neurotrophic factor) et les facteurs neurotrophiques ciliaires ou CTF (ciliary 

neurotrophic factor). 

Le BDNF (brain-derived neurotrophic factor), faisant partie des neurotrophines, est le facteur 

neurotrophique le plus abondant dans le SNC. Il est synthétisé suite à l’activation des facteurs 

de transcription CREB (cyclic AMP response element binding protein) et NF-κB et il va se fixer 

avec une haute spécificité sur le récepteur TrkB (Tropomycin receptor kinase B) et avec une 

affinité moindre sur le récepteur p75NTR (p75 neurotrophin receptor) (Reichardt, 2006). Il est 

largement étudié de par son rôle majeur dans la plasticité synaptique et la cognition 

(Balaratnasingam & Janca, 2012; Lipsky & Marini, 2007). L’étude de modèles de souris 

hétérozygotes ou knock-out conditionnels pour le gène du BDNF montre une altération de la 

mémoire, du comportement aversif, de la potentialisation à long terme, de la neurogenèse et 

de la survie neuronale (Baquet et al., 2004; Heldt et al., 2007; J. Lee et al., 2002; Monteggia et al., 

2004). 
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ii. Le BDNF et le microbiote intestinal 

De nombreuses études montrent que le microbiote intestinal est en capacité de moduler 

l’expression des facteurs neurotrophiques, notamment le BDNF [Figure 19 & 22C].

 

Figure 19 – Modulation du BDNF hippocampique par un symbiotique 
L’administration quotidienne par gavage durant cinq semaines d’un symbiotique composé du prébiotique Inuline 
(860 mg/kg) et du probiotique Eubacterium faecium (4 × 108 CFU) augmente davantage la concentration de BDNF 

hippocampique chez des rats Sprague-Dawley par comparaison au probiotique seul. Dosage par ELISA (n = 8 par 

groupes). D’après Romo-Araiza et al. 2018. 

 

De manière générale, un microbiote intestinal diversifié a un effet positif sur le taux de BDNF. 

En effet, il est augmenté au niveau cérébral, et plus particulièrement au niveau 

hippocampique, suite à l’administration de symbiotiques, de probiotiques tels que 

Lactobacillus helveticus NS8 et Lactobacillus johnsonii CJLJ103, de butyrate de sodium ou 

encore de quercétine, un flavonoïde connu pour son effet bénéfique sur la flore intestinale 

(Heyck & Ibarra, 2019; H. J. Lee et al., 2018; Liang et al., 2015; Menglian et al., 2018; Varela et al., 2015) 

L’absence de microbiote chez des souris axéniques ou sa déplétion via un traitement 

antibiotique entraîne une diminution du taux de BDNF qui peut être reversée par une 

transplantation de microbiote fécal (Bercik et al., 2011), mais également une diminution de 

l'expression de son récepteur TrkB au niveau hippocampique ainsi qu’une altération de la 

neurogenèse (Bistoletti et al., 2019; Heijtz et al., 2011; Möhle et al., 2016; Scott et al., 2020). Le 

microbiote intestinal a également une influence sur le facteur de transcription CREB qui 

contrôle la synthèse de BDNF. Ainsi, une absence de microbiote chez des souris dès la 

naissance induit une diminution de l'expression de CREB qui peut être restaurée suite à une 

colonisation microbienne à l’adolescence (Zeng et al., 2016). L’administration de Lactobacillus 

johnsonii CJLJ103 augmente l'expression de CREB au niveau hippocampique (H. J. Lee et al., 

2018). 
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d. Cellules gliales 

Les cellules gliales cérébrales ont une fonction de soutien et de protection des réseaux 

neuronaux. Il existe différents types de cellules gliales qui distinguent par une morphologie et 

des fonctions bien définies permettant le bon fonctionnement cérébral. 

i. Microglies et microbiote intestinal 

Les microglies représentent environ 10% des cellules du cerveau et correspondent aux cellules 

immunitaires cérébrales. Dans leur état dit quiescent, chaque cellule microgliale scanne son 

propre territoire par des mouvements rapides de ses longs prolongements dendritiques. En 

cas de lésion cérébrale ou en présence de pathogènes, les microglies vont s’activer, proliférer, 

adopter une forme amiboïde avec un raccourcissement de leurs prolongements dendritiques 

et une augmentation du volume de leur corps cellulaire, et subir un changement fonctionnel 

les menant à un phénotype pro-inflammatoire (Boche et al., 2013; Nimmerjahn et al., 2005). Elles 

ont également un rôle important dans le développement des circuits neuronaux via leur 

implication dans la plasticité synaptique, la régulation de la mort neuronale et la neurogenèse 

(Audinat & Arnoux, 2014; Diaz-Aparicio et al., 2020; Marín-Teva et al., 2012). 

Les travaux de recherche du Dr. D. Erny et ses collaborateurs (Erny et al., 2015) ont permis de 

mettre en avant l’implication du microbiote intestinal dans la maturation et la fonction de ces 

cellules microgliales [Figure 20 & 23D_1]. L’analyse de ces dernières dans des souris axéniques 

a mis en évidence une altération de leur profil d’expression génétique, notamment des gènes 

liés à l’activation cellulaire, et un défaut de maturation. Elles présentent une morphologie 

altérée avec une augmentation du nombre et de la longueur de leurs prolongements 

dendritiques, et scannent l’environnement des microglies voisines reflétant un défaut du 

réseau microglial. D’un point de vue fonctionnel, l’absence de micro-organismes diminue leur 

réponse pro-inflammatoire suite à une infection virale ou l’administration de LPS. Une 

transplantation de microbiote fécal ou une administration d’AGCC chez ces souris axéniques 

restaure une partie des défauts morphologies. Des études plus récentes montrent qu’une 

absence de microbiote dès la naissance entraîne une altération des cellules microgliales à l’âge 

adulte (Thion et al., 2018) et que le probiotique Lactobacillus johnsonii CJLJ103 est inhibe la voie 

NF-κB dans des cultures microgliales (H. J. Lee et al., 2018).  
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Figure 20 – L’absence de microbiote impacte la morphologie des cellules microgliales 
L’absence de microbiote chez des souris axéniques en comparaison à des souris EOPS altère la morphologie des 

cellules microgliales. Reconstruction tridimensionnelle d’une cellule microgliale (A) Barre d’échelle : 15µm. 

Quantification du nombre de segments, de points d’embranchements et du volume des cellules microgliales 

corticales (B). D’après Erny et al. 2015. EOPS : exempt d’organisme pathogène spécifique.  

ii. Astrocytes et microbiote intestinal 

Les astrocytes sont les cellules gliales les plus abondantes du SNC. On distingue deux types 

d’astrocytes selon leur morphologie : les astrocytes protoplasmiques qui possèdent de 

nombreuses extensions dendritiques épaisses et les astrocytes fibreux, présents 

principalement au niveau de la matière blanche, qui possèdent des prolongements 

dendritiques plus longs et fins (Tabata, 2015). D’un point de vue fonctionnel, ces cellules 

participent au maintien de la BHE, à la synaptogenèse et constituent un support neuronal 

important, notamment via le recyclage du glutamate (Baldwin & Eroglu, 2017; C. Y. Liu et al., 

2018; Mahmoud et al., 2019). Elles assistent également les cellules microgliales dans leur rôle 

de défense immunitaire cérébrale. En présence de pathogène, les astrocytes deviennent 

réactifs et vont proliférer, sécréter de nombreuses molécules pro- et anti-inflammatoires et 

acquérir une activité phagocytaire (Liddelow & Barres, 2017).  

Cette fonction immunitaire astrocytaire est modulée par le microbiote intestinal, notamment 

via le facteur de transcription AhR [Figures 21 et 23D_2]. Les recherches du Dr. V. Rothhammer 

et de ses collaborateurs constituent les principales démonstrations impliquant AhR comme 

un médiateur important entre le microbiote intestinal et l’activation des cellules astrocytaires. 

Comme décrit précédemment, le métabolisme du tryptophane alimentaire par le microbiote 

intestinal libère des activateurs de ce facteur de transcription : l’indole-3-sulfate, l’indole-3-

aldéhyde et l’acide indole-3-propionique (Hubbard et al., 2015). Leur administration dans des 

souris traitées aux antibiotiques module l’activation des astrocytes vers un phénotype anti-

inflammatoire (Rothhammer et al., 2016). 
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Figure 21 - Les métabolites du tryptophane alimentaire contrôlent l'inflammation via les récepteurs AhR 
Représentation schématique du tryptophane alimentaire décomposé en indole par des bactéries intestinales 

positives à la tryptophanase, puis métabolisé en Indoxyl-3-sulfate et d'autres métabolites dans le foie et libéré 

dans la circulation sanguine. Ces dérivés d'indole sont capables de traverser la barrière hémato-encéphalique et 

se lier au récepteur AHR astrocytaire induisant l’inhibition de la voie inhiber l'activation et la translocation 

nucléaire de NF-κB et ainsi l’inflammation.  
D'après Rothhammer and Quintana 2016. I3S : Indole-3-sulfate. AHR : Aryl hydrocarbon receptor. SOCS2 : 

Suppressor Of Cytokine Signaling 2. 

 

Les métabolites bactériens du tryptophane peuvent également moduler l’activation des 

cellules astrocytaires via un mécanisme impliquant les cellules microgliales. Ils induisent la 

production de VEGF-B (Vascular endothelial growth factor B) et de TGFα (Transforming 

growth factor α) par les microglies qui vont respectivement réguler positivement et 

négativement l’activation astrocytaire (Rothhammer et al., 2018). D’autres études ont montré 

qu’une transplantation de microbiote provenant de souris déficientes pour le gène NLRP3 

permet d’améliorer significativement les défauts astrocytaires observés dans un modèle de 

stress chronique imprévisible chez la souris C57BL/6 (Y. Zhang et al., 2019). 
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iii. Oligodendrocytes et microbiote intestinal 

Les oligodendrocytes sont les cellules myélinisantes du SNC [Figure 22 & 23D_3]. Leurs 

prolongements s’enroulent autour de plusieurs fibres nerveuses et forment ce que l’on 

appelle la gaine de myéline qui participe activement à la transduction du signal nerveux. Au 

niveau du SNP, cette fonction est assurée par les cellules de Schwann. 

Un déficit dans la maturation des oligodendrocytes est observé chez les enfants nés 

prématurément et est généralement associé avec le développement de lésions cérébrales de 

la substance blanche et d’altérations cognitives, en particulier des déficits d’attention et des 

difficultés sociales (Back et al., 2001; Bhutta et al., 2002; Buser et al., 2012; Healy et al., 2013). 

Parallèlement, les enfants prématurés présentent une dysbiose du microbiote intestinal avec 

une diminution du taux d’AGCC, une diminution de la diversité bactérienne, une 

augmentation des bactéries anaérobiques telles que le genre Staphylococcus et une absence, 

dans la majorité des cas, du genre Bifidobacterium (Arboleya et al., 2012; Dahl et al., 2018; Jacquot 

et al., 2011). Bien que la composition du microbiote intestinal devienne similaire de celle des 

enfants nés à terme après quelques semaines, la dysbiose initiale semble responsable des 

altérations de myélinisation. L’étude de souris humanisés avec du microbiote fécal provenant 

d’enfants nés prématurément induit une diminution du taux de MBP (myelin basic protein), 

protéine majoritairement présente dans la myéline et essentielle aux processus de 

myélinisation (Lu et al., 2018). Cette altération semble médiée par la diminution du facteur de 

croissance IGF-1 (insulin growth factor) dont l’expression est dépendante du microbiote 

intestinal (Beck et al., 1995; J. Yan & Charles, 2018). Par ailleurs, l’administration d’antibiotique à 

des souris NOD (non-obese diabetic) de souche C57BL/6, un modèle murin de diabète 

présentant des défauts de myélinisation, est en capacité de restaurer le taux de protéines 

composant la myéline dans le cortex préfrontal (Gacias et al., 2016). Dans cette même étude, 

une analyse métabolomique du contenu intestinal de souris saines colonisées avec le 

microbiote fécal de souris NOD a montré une augmentation du taux de crésol qui est en 

capacité d’inhiber la maturation des progéniteurs d’oligodendrocytes in vitro. 
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Figure 22 – Modulation des protéines de la myéline par traitement antibiotique et métabolite bactérien 
Un traitement antibiotique quotidien (vancomycine 50 mg/kg, néomycine 100 mg/kg, métronidazole 100 mg/kg 

et amphotéricine B 1 mg/kg, ampicilline 1mg/kg) durant deux semaines augmente l’expression des protéines 

composant la myéline dans des souris NOD. Quantification du taux d’ARNm par qPCR des protéines composant 
la myéline (A) et analyses en microscopie confocale de la myéline au niveau du cortex préfrontal (B) (n= 3 par 

groupes). Barre d’échelle : 50µm. Le métabolite bactérien Crésol diminue de manière dose dépendante le taux 

des protéines composant la myéline dans des cultures de progéniteurs d’oligodendrocytes (C) (n=3 par condition). 
D’après Gacias et al. 2016. Mag : Myelin-associated glycoprotein.  Mog : Myelin oligodendrocyte glycoprotein. 

Mbp : Myelin basic protein. Plp1 : Proteolipid protein 1. Mobp : Myelin-associated oligodendrocyte basic protein. 

iv. Ependymocytes et microbiote intestinal 

Les épendymocytes sont le quatrième type de cellules gliales retrouvé dans le SNC. Ils 

tapissent la paroi du canal épendymaire de la moelle épinière et des ventricules cérébraux 

formant une barrière entre le cerveau et le LCS (liquide cérébrospinal). Les épendymocytes 

participent à la production et à la circulation du LCS qui permet de protéger le cerveau, de 

réguler l’homéostasie cérébrale et d’éliminer les déchets cérébraux (Telano & Baker, 2018).  

A ce jour, aucune étude ne démontre un effet direct du microbiote intestinal sur ces cellules 

épendymaires cérébrales. Cependant, des analyses de la composition du LCS humain 

montrent la présence d’un métabolite intestinal, la TMAO (Trimethylamine-N-oxide) (Rio et al., 
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2017) et l’augmentation d’IgG dirigés contre la bactérie intestinale Akkermansia muciniphila 

chez des patients atteints de sclérose en plaques (Vallino et al., 2020). 

 

Figure 23 – L’influence du microbiote intestinal sur l’homéostasie cérébrale 
Représentation schématique de l’influence du microbiote intestinal sur l’homéostasie cérébrale via son action sur 
la barrière hémato-encéphalique (A), les systèmes de neurotransmission (B), les facteurs neurotrophiques (C) et 

les cellules gliales cérébrales (D).  
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3. Microbiote intestinal et désordres cérébraux 

Du fait de l’influence du microbiote intestinal sur l’homéostasie cérébrale, sa contribution 

dans les désordres cérébraux, longtemps ignorée, est maintenant prise en compte et a 

constitué l’objet de nombreuses recherches au cours de ces dernières années. L’étude de 

patients et de modèles précliniques et a permis de mettre en évidence qu’une dysbiose du 

microbiote intestinal est impliquée de manière non-négligeable dans le développement et le 

maintien de nombreuses pathologies cérébrales. 

a. Maladies psychiatriques 

i. Caractéristiques générales 

Dépression 

Le syndrome de dépression majeur est le trouble de l’humeur le plus répandu. Le diagnostic 

est posé lorsque le patient présente au moins cinq des symptômes cliniques présentés dans 

le DSM-V durant un minimum de deux semaines tels qu’une perte d’appétit, une irritabilité, 

une perturbation du sommeil, une perte d’énergie ou encore un trouble de l’attention 

(American Psychiatric Association, 2013). La majorité des patients dépressifs présentent un 

dysfonctionnement de l’axe HHS (hypothalamo-hypophyso-surrénalien), un système 

neuroendocrine impliqué dans les réponses au stress [Figure 24] (Smith & Vale, 2006). Une 

suractivation de cet axe est observée avec une augmentation du taux de cortisol et de 

corticolibérine (ou CRH - corticotroprin releasing hormone), une inefficacité du test de 

suppression à la dexaméthasone - un cortisol de synthèse permettant d’inhiber l’axe HHS - et 

une diminution du taux d’adrénocorticotrophine (ou ACTH - adreno corticotropic hormone) 

consécutive à l'administration de CRH (Varghese & Brown, 2001). 

 

Figure 24 – L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien 
Schéma représentant la boucle de rétroaction de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. 

HYP : hypothalamus. GP : glande pituitaire. GS : glande surrénale. CRH : corticolibérine. ACTH : 

adrénocorticotrophine. 

 



71 
 

Schizophrénie 

La schizophrénie est une maladie psychiatrique caractérisée par des symptômes positifs tels 

que des idées délirantes, des hallucinations et un discours désorganisé, et par des symptômes 

négatifs tels qu’une apathie, un retrait social et une diminution de l’expressivité et enfin par 

des déficits cognitifs tels que des déficits mnésiques et une inaptitude à résoudre des 

problèmes (American Psychiatric Association, 2013).  

Troubles du spectre de l’autisme 

Les TSA (troubles du spectre de l’autisme) englobent le trouble de l’autisme, le syndrome 

d’Asperger et le trouble envahissant du développement non-spécifique. Les personnes 

atteintes de TSA présentent une difficulté de communication et d’interaction, des centres 

d’intérêt restreints et des comportements répétitifs. L’ensemble de leurs symptômes entraîne 

des difficultés scolaires, professionnelles et sociales dans la vie quotidienne (American 

Psychiatric Association, 2013). 

ii. Maladies psychiatriques et microbiote intestinal chez le rongeur 

Preuves de concept 

L’étude de souris axéniques a permis de mettre en évidence l’implication du microbiote 

intestinal dans la régulation de l’axe HHS et la dépression. En effet, suite à l’exposition à un 

stress chronique, des souris axéniques présentent une réponse hormonale exacerbée avec 

une augmentation du taux de corticostérone - l’équivalent du cortisol chez les humains – de 

CRH et d’ACTH plasmatique et hypothalamique (Huo et al., 2017; Sudo et al., 2004). De plus, 

l’administration de probiotiques du genre Bifidobacterium et Lactobacillus est en capacité de 

corriger ces dérégulations (Gareau et al., 2007; Savignac et al., 2014; Sudo et al., 2004). Par ailleurs, 

la stimulation du nerf vague, qui rappelons-le, est l’une des voies principales de 

communication entre le microbiote intestinal et le cerveau, diminue la suractivation de l’axe 

HHS et améliore les symptômes dépressifs (O’Keane et al., 2005).  

Dans le cadre des troubles du spectre de l’autisme, le modèle murin d’activation du système 

immunitaire maternel (ou MIA - maternal immune activation), a permis de mettre en évidence 

l’implication du microbiote intestinal dans ce trouble. Ce modèle consiste à administrer à une 

femelle gestante un ARN double brin synthétique, l’acide polyI:C (polyinosinique-

polycytidylique), mimant une infection virale. L’exposition in utero à l’activation du système 
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immunitaire de la mère engendre dans la descendance des altérations de communication, des 

comportements répétitifs et une augmentation de la perméabilité intestinale (Hsiao et al., 

2013; W. Li et al., 2021).  Le Dr. E. Hsiao et ses collaborateurs ont montré que ces différentes 

altérations peuvent être corrigées par l’administration de l’espèce bactérienne Bacteroides 

fragilis (Hsiao et al., 2013). Dans cette même étude, ils ont montré que ce modèle murin de 

souche C57BL/6N présente une élévation du taux de 4-EPS (4-ethylphenylsulfate), un 

métabolite bactérien, qui peut être normalisée par l’administration de Bacteroides fragilis. 

Par ailleurs, ce métabolite est suffisant à lui seul pour entraîner des défauts comportementaux 

chez des souris saines [Figure 25]. Plus récemment, il a été découvert que l’administration de 

l’espèce Lactobacillus reuteri dans différents modèles murins C57BL/6J de TSA restaure les 

déficits de sociabilité par un mécanisme dépendant du nerf vague (Sgritta et al., 2019). 

 

Figure 25 – Impact du microbiote intestinal dans les troubles du spectre autistique chez la souris 
L’administration du probiotique Bifidobacterium fragilis (1×1010 CFU) dans la nourriture permet de prévenir chez 

les souris MIA (modèle du trouble du spectre autistique) les troubles anxieux et l’augmentation du taux de 4-EPS, 

un métabolite induisant à lui seul un comportement anxieux. Analyse du temps passé dans le centre d’une arène 
(A, C) (n=8-10 par groupe) et dosage par LC-MS du 4-EPS dans le sérum (B) (n=5 par groupe). 

D’après Hsiao et al. 2013. 4-EPS : 4-ethylphenylsulfate. MIA : Maternal immune activation.  

Humanisation 

L’humanisation de rongeurs avec le microbiote fécal de patients atteints de troubles 

psychiatriques a mis en avant le rôle causal de la dysbiose intestinale présente chez les 

patients dans le développement de tels troubles. En effet, dans deux études indépendantes, 

l’humanisation de rongeurs avec du microbiote fécal de patients atteints de dépression sévère 

entraîne le développement de symptômes dépressifs chez les animaux, dans les tests de la 

nage forcée, de suspension par la queue, de préférence au sucrose et dans l’activité spontanée 

en open-field (Kelly et al., 2016; Zheng et al., 2016) [Figure 26]. De même, l’humanisation de souris 

avec du microbiote fécal provenant de patients atteints de schizophrénie ou l’administration 

de l’espèce Streptoccocus vestibularis, dont l’abondance est augmentée chez les patients, 
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entraîne un ensemble de symptômes pouvant refléter un comportement schizophrénique tel 

qu’une hyperactivité, une réponse exacerbée dans le test de l’inhibition de l’impulsion (ou PPI 

- pre-pulse inhibition) ou encore un déficit de préférence sociale et de sociabilité (Zheng et al., 

2019; Zhu et al., 2020). Enfin, le microbiote fécal, provenant d’enfants présentant un TSA, induit 

chez des souris axéniques le développement de comportements répétitifs, de déficits de 

communication et une dérégulation de l’expression de gènes au niveau du cortex préfrontal 

et du striatum, gènes que l’on retrouve également dérégulés chez des enfants atteints de TSA 

(Sharon et al., 2019). 

 

Figure 26 – Humanisation de rongeurs avec du microbiote de patients atteints de dépression 
La transplantation de microbiote fécal de patients atteints de dépression sévère induit des symptômes dépressifs 

chez des souris axéniques. Analyse en composantes principales (UniFrac) de la composition bactérienne de sujets 

contrôles et patients atteints de dépression sévère (n=58-63 par groupe) (A). Analyse du temps d’immobilité dans 
le test de la nage forcée (B), de la suspension par la queue (C) et du temps passé dans le centre d’une arène (D) 
chez les souris après transplantation de microbiote fécal. D’après Zheng et al. 2016. 

iii. Maladies psychiatriques et microbiote intestinal en clinique humaine 

Caractérisation de la dysbiose intestinale 

L’analyse du microbiote intestinal chez les patients atteints de dépression (Jiang et al., 2015; 

Kelly et al., 2016; P. Lin et al., 2017; Naseribafrouei et al., 2014; Zheng et al., 2016), de schizophrénie 

(Y. He et al., 2018; Nguyen et al., 2019; Schwarz et al., 2018; Shen et al., 2018; Zhu et al., 2020) et de 

troubles du spectre de l’autisme (Alshammari et al., 2020; De Angelis et al., 2013; Strati et al., 2017; 

R. H. Zhao et al., 2019) a permis de mettre en évidence la présence d’une dysbiose intestinale 
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par comparaison à des sujets sains. Ces altérations sont résumées de manière non-exhaustive 

dans le tableau 4. 

Brièvement, de nombreux genres bactériens sont modulés de manière similaire dans 

différentes études : les patients atteints de dépression sévère présentent une augmentation 

des Alistipes, Lachnospiraceae-incarae sedis, Phascolarctobacterium, Oscillibacter et 

Roseburia, et une diminution des Dialister ; les patients atteints de schizophrénie présentent 

une augmentation des Lactobacillus et Prevotella ; et les patients atteints de TSA une 

augmentation des Barnesialla, Clostridium et Roseburia, et une diminution des Dialister, 

Faecalibacterium et Streptococcus. Par ailleurs, de nombreux genres bactériens sont modulés, 

de manière similaire ou contradictoire, dans au moins deux des troubles décrits : Alistipes, 

Blautia, Clostridium, Collinsella, Coprococcus, Dialister, Faecalibacterium, Klebsiella, 

Lactobacillus, Megamonas, Megasphaera, Parabacteroides, Phascolarctobacterium, 

Prevotella, Roseburia, Ruminococcus et Streptoccocus. L’espèce bactérienne Akkermansia 

muciniphila, connue pour moduler le métabolisme et plus récemment étudiée pour être 

administrée comme probiotique, (Ashrafian et al., 2021; Xu, Wang, et al., 2020), se retrouve 

augmentée chez les patients atteints de schizophrénie et de TSA. Cependant, l'Autorité 

Européenne de Sécurité Alimentaire (EFSA) dans son rapport du 2 juillet 2020 ne recommande 

pas l'administration d'A. muciniphila vivante, en tant que probiotique, pour des problèmes de 

sécurité alimentaire. En revanche, dans une publication du 1er septembre 2021, l'EFSA 

considère que l'ingestion de 3.,4 1010 cellules/jours d'A. muciniphila pasteurisée (donc non-

vivante) est sans risque pour la population cible (à l'exclusion des femmes enceintes et 

allaitantes) et peut donc être utilisée comme supplément alimentaire. 

Cette dysbiose intestinale ne se cantonne pas seulement aux abondances bactériennes. En 

effet, les patients schizophrènes présentent une augmentation du taux d’anticorps dirigés 

contre le parasite Toxoplasma gondii. Ce dernier est également connu pour augmenter le 

risque de développer un trouble schizophrénique, appelé toxoplasmose congénitale, lorsqu’il 

infecte le fœtus (Mortensen et al., 2007). Le champignon Candida Albicans est également 

impliqué dans le développement de tels troubles. Une séropositivité pour ce champignon est 

associée à une plus grande susceptibilité de diagnostic de trouble schizophrénique ou de TSA 

(Hughes & Ashwood, 2018; Severance et al., 2016). 
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Tableau 4 – Altérations bactériennes du microbiote intestinal dans les maladies psychiatriques 
Ce tableau résume les augmentations (en rouge) et diminutions (en vert) bactériennes intestinales retrouvées 

chez des patients atteints de troubles psychiatriques par comparaison à des sujets contrôles. Pour une même 

pathologie, certaines études décrivent des modulations bactériennes contradictoires (soulignées) ou similaires 

(gras). * bactérie modulée dans différents troubles. TSA : trouble du spectre de l’autisme 
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Modulation de la dysbiose intestinale 

La dysbiose intestinale ayant un rôle dans le développement des troubles psychiatriques, 

l’administration de probiotiques, appelés psychobiotiques dans le cadre des maladies 

psychiatriques (Dinan et al., 2013), et les transplantations de microbiote fécal afin de restaurer 

le microbiote intestinal ont fait l’objet de traitements alternatifs. 

Dans le cadre de la dépression, une transplantation de microbiote fécal chez une femme âgée 

diagnostiquée avec un trouble dépressif résistant aux anti-dépresseurs, a induit une 

amélioration de son état en l’espace de deux semaines (Cai et al., 2019). Cette greffe a 

également conduit à une modification du ratio Firmicutes/Bacteroidetes et à une restauration 

du taux de Lachnospiraceae. Il a également été montré qu’un changement de régime 

alimentaire peut s’avérer efficace pour traiter la dépression (Firth et al., 2019; Jacka et al., 2017). 

En ce qui concerne les troubles schizophréniques, l’administration de probiotiques chez des 

patients améliore leur score dans l’échelle PANSS (positive and negative syndrome scale) qui 

permet de mesurer le degré de sévérité de leurs symptômes (Ghaderi et al., 2019). Enfin, une 

majorité d'enfants atteints de TSA présente des troubles gastro-intestinaux tels que des 

constipations chroniques, des diarrhées et des douleurs abdominales (Hsiao, 2014). Ces 

troubles ainsi que le score CARS (childhood autistic rating scale) permettant d’évaluer 

l’autisme sont améliorés suite à une transplantation de microbiote fécal provenant d’enfants 

sains (H. Zhao et al., 2019). Les essais cliniques du Dr. D.W. Kang et de ses collaborateurs 

montrent que ces effets bénéfiques persistent à long terme. En effet, le suivi des patients de 

leur première étude réalisée en 2017 a montré que l’amélioration des troubles 

gastrointestinaux et des symptômes autistiques a persisté deux années après la greffe de 

microbiote fécal (Kang et al., 2017a, 2019a) [Figure 27]. 
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Figure 27 – Transplantation de microbiote fécal chez des enfants atteints de troubles du spectre de l’autisme 
Schéma expérimental de l’étude clinique du Dr. DW. Kang et ses collaborateurs consistant à dépléter le microbiote 

d’enfants atteints de troubles du spectre de l’autisme par traitement antibiotique (vancomycine 40mg/kg), suivi 
d’un lavage d’estomac (MoviPrep) puis de la transplantation de microbiote fécal par voie orale ou rectale 
provenant de sujets contrôles (A). Amélioration des scores des troubles gastrointestinaux selon l’échelle GSRS (B) 
et des troubles autistiques selon l’échelle CARS (C) à moyen et long terme après traitement. D’après Kang et al. 

2017, 2019a.GSRS : Gastrointestinal Symptom-Rating Scale. CARS : childhood autistic rating scale.  

b. Maladies neurodégénératives 

i. Caractéristiques générales 

La maladie d’Alzheimer ne sera volontairement pas mentionnée dans cette section étant 

donné qu’elle sera développée en détail dans la dernière partie de l’introduction. 

Sclérose en plaque 

La sclérose en plaque est une maladie auto-immune caractérisée par une démyélinisation des 

neurones du SNC. Les lymphocytes Th1 et Th17, sécrétant respectivement l’IFNγ et l’IL-17, 

sont des acteurs majeurs dans le développement de cette pathologie. Une fois activés en 

périphérie, ils traversent la BHE et vont induire une réaction immunitaire contre les protéines 

composant la gaine de myéline entraînant ainsi une démyélinisation progressive des neurones 

du SNC et, à long terme, des troubles cognitifs, visuels, moteurs et sensoriels (Legroux & Arbour, 
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2015). Le modèle de souris EAE (encéphalomyélite allergique expérimentale) est le principal 

modèle utilisé pour étudier cette pathologie. Pour l’induire, les souris sont soit immunisées 

contre les protéines composants la myéline, telles que la MBP ou MOG, soit reçoivent un 

transfert adoptif de LT spécifiquement réactifs aux protéines de la myéline (Stromnes & 

Goverman, 2006a, 2006b). 

Huntington 

La maladie de Huntington, également appelée chorée de Huntington, est une maladie 

neurodégénérative et héréditaire due à une mutation dominante dans le gène codant pour la 

protéine Huntingtine. Cette dernière est connue pour son rôle de protéine d’échafaudage, de 

régulateur transcriptionnel, notamment du gène codant pour le BDNF et pour son rôle dans 

le transport vésiculaire. La forme mutée de la Huntingtine engendre une mort neuronale, 

principalement dans le striatum, induisant progressivement l’apparition de déficits moteurs 

tels que des mouvements involontaires choréiques, des troubles de l’équilibre et de 

l’élocution mais également des déficits mnésiques (Jimenez-Sanchez et al., 2017). Une perte de 

poids est également observée chez certains patients et semblerait être un indicateur sur la 

sévérité de la pathologie. En effet, un haut indice de masse corporel est associé à un 

développement plus lent des différents symptômes précédemment cités (Van der Burg et al., 

2017).  

Parkinson 

La maladie de Parkinson (MP) est la seconde pathologie neurodégénérative la plus répandue 

et se caractérise par une perte progressive des neurones dopaminergiques de la substance 

noire et par une agrégation cytoplasmique de la protéine α-synucléine. Au niveau clinique, les 

patients développent progressivement des troubles moteurs tels que des tremblements, une 

bradykinésie, une hypertonie et des troubles de l’équilibre et de l’élocution (Balestrino & 

Schapira, 2020). Ils présentent également des troubles gastrointestinaux tels que des 

constipations, des nausées, des dysphagies et des indigestions (Lubomski et al., 2020). Il a été 

noté que la constipation, qui est le trouble intestinal le plus fréquent chez ces patients, semble 

survenir une vingtaine d’années avant l’apparition des symptômes moteurs (Savica et al., 2009). 

Par ailleurs, des études histologiques montrent la présence d’α-synucléine phosphorylée au 

niveau du tractus digestif chez 70% des patients (Beach et al., 2010). 
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Les autopsies de cerveau de patients atteints de la maladie de Parkinson par l’anatomo-

pathologiste H. Braak ont permis de démontrer que la pathologie est initiée dans le noyau 

moteur dorsal du nerf vague et dans le noyau olfactif antérieur, et de diviser la progression de 

la maladie en six différents stades, appelés stades de Braak (Braak et al., 2003). H. Braak a 

également posé l’hypothèse que les formes sporadiques de la pathologie pourraient être dues 

à l’entrée dans l’organisme de pathogènes via la cavité nasale qui, après avoir atteint le 

système digestif, initieraient la pathologie au niveau du SNE pour enfin s’étendre dans le SNC 

via le nerf vague (Rietdijk et al., 2017). 

ii. Maladies neurodégénératives et microbiote intestinal chez le rongeur 

Preuves de concept 

Le microbiote intestinal étant impliqué dans la régulation des cellules immunitaires 

intestinales, notamment les Th17 et Treg Foxp3+ (Omenetti & Pizarro, 2015), il fait l’objet de 

nombreuses études afin de déterminer son implication dans le développement de la sclérose 

en plaque. Il a été montré que des souris axéniques sont moins enclines à développer une EAE 

en comparaison à des souris conventionnelles suite à l’injection de MOG, et qu'elles 

présentent une augmentation du taux de Treg Foxp3+ (Y. K. Lee et al., 2011). Par ailleurs, 

l’administration de bactéries filamenteuses, déjà connues pour induire la production de Th17 

au niveau intestinal (Ivanov et al., 2009), en amont de l’injection de MOG, augmente la 

susceptibilité des souris axéniques à développer des symptômes d’EAE (encéphalomyélite 

allergique expérimentale). A l’inverse, l’administration de l’espèce bactérienne Prevotella 

histicola a un effet protecteur (Shahi et al., 2020).  

En ce qui concerne la maladie de Huntington, des souris transgéniques modèles R6/1 de 

souche CBA x C57Bl/6 présentent une dysbiose intestinale avec une augmentation de la 

diversité bactérienne, une diminution du ratio Firmicutes/Bacteroides, et une augmentation 

des familles bactériennes Clostridiales, Coriobacteriales, Bacteroidales, Burkholderiales, 

Erysipelotrichales et Lactobacillales (Kong et al., 2020). Cette dysbiose pourrait expliquer les 

altérations gastrointestinales et la perte de poids observée (Kong et al., 2020; Van der Burg et al., 

2011). Par ailleurs, il a été rapporté que les altérations de myélinisation présentes dans un 

second modèle de souris transgéniques, BACHD (souris exprimant dans un chromosome 

artificiel bactérien une huntingtine à 97 répétitions glutamine) de souche FVB, de la maladie 

sont aggravées en environnement axénique (Radulescu et al., 2019). 
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Dans le cadre de la maladie de Parkinson, le modèle murin ASO C57BL/6 (α-synuclein 

overexpressing) surexprimant l’α-synucléine humaine, présente des déficits moteurs, une 

altération de la motilité intestinale et des agrégations de l’α-synucléine dans le SNE et SNC 

(Chesselet et al., 2012). Le Dr. S. Mazmanian et ses collaborateurs ont montré que des souris 

ASO axéniques de souche BDF1 ou traitées aux antibiotiques ont un ralentissement du 

développement de la pathologie en comparaison à des souris conventionnelles (Sampson et 

al., 2016). Par ailleurs, en environnement axénique, l’administration de microbiote fécal 

provenant de souris saines conventionnelles ou le traitement avec des AGCC accélèrent le 

développement de la pathologie en comparaison à des souris ASO axéniques contrôles [Figure 

28]. 

 

Figure 28 – Impact du microbiote intestinal dans la maladie de Parkinson chez le rongeur 
L’environnement axénique chez des souris ASO (modèle transgénique de la maladie de Parkinson surexprimant 

l’α-synucléine) diminue la pathologie et peut être corrigé par l’administration d’acides gras à chaînes courtes 

(AGCC). Quantification du ratio d’α-synucléine soluble et insoluble par Western Blot chez des souris saines et ASO 

en environnement EOPS et axénique (AX) (n=3-4 par groupes) (A). Analyse du temps pour descendre d’une barre 
chez des souris saines et ASO, en environnement EOPS, axénique, et après traitement avec des AGCC : acétate de 

sodium (67,5mM), propionate de sodium (25mM) et butyrate de sodium (40mM) durant 6 semaines dans l’eau 
de boisson (B) (n=6-12 par groupe). D’après Sampson et al. 2016. WT : wild-type. EOPS : exempt d’organismes 

pathogènes spécifiques. 

 

A l’inverse, en environnement conventionnel, la colonisation de souris modèles de la maladie 

avec du microbiote de souris saines permet de prévenir les déficits moteurs et a un effet 

neuroprotecteur (M. F. Sun et al., 2018). Enfin, des études supportent l’hypothèse de Braak qui 

suggère que la pathologie serait initiée au niveau du SNE et s’étendrait au niveau du SNC via 

le nerf vague. En effet, des pré-fibrilles d’α-synucléine sont observées au niveau du noyau 
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moteur dorsal du nerf vague puis dans de nombreuses structures telles que le locus cœruleus, 

l’amygdale ou encore l’hippocampe, suite à leur injection dans le duodénum de souris. Cette 

propagation est également associée à une perte des neurones dopaminergiques de la 

substance noire et au développement de déficits cognitifs. Une vagotomie prévient 

l’ensemble de ces évènements (S. Kim et al., 2019). 

Humanisation 

De manière similaire au microbiote de patients atteints de maladie psychiatriques, le 

microbiote intestinal de patients atteints de sclérose en plaque et de la maladie de Parkinson 

engendre des altérations neurologiques chez des rongeurs. En effet, l’humanisation de souris 

saines avec du microbiote de patients atteints de sclérose en plaque augmente leur 

susceptibilité de développer une EAE suite à l’injection de MOG, et aggrave la pathologie chez 

des souris transgéniques (Berer et al., 2017; Cekanaviciute et al., 2017). Les travaux de l’équipe 

du Dr. S. Mazmanian ont montré que l’humanisation de souris axéniques avec du microbiote 

provenant de patients atteints de la maladie de Parkinson n’affecte pas leurs fonctions 

motrices. Cependant, l’humanisation de souris ASO axéniques avec ce même microbiote 

accélère l’apparition des déficits moteurs par comparaison aux souris ASO axéniques ayant 

reçu du microbiote de patients contrôles (Sampson et al., 2016) [Figure 29]. 

 

Figure 29 – Humanisation de rongeurs avec du microbiote de patients atteints de la maladie de Parkinson 
La transplantation de microbiote fécal de patients atteints de la maladie de Parkinson aggrave les déficits 

moteurs des souris ASO, modèle transgénique de la maladie de Parkinson. Compilation de l’analyse du temps 
pour traverser une barre (A), descendre d’une barre (B) et enlever un adhésif du museau (C) chez des souris saines 

et ASO axéniques après transplantation de microbiote fécal provenant de 6 paires de sujets contrôles ou atteints 

de la maladie de Parkinson (n=3-6 par groupes). D’après Sampson et al. 2016. WT : wild-type. ASO : surexpression 

de l’α-synucléine. Ctrl : contrôle. MP : maladie de Parkinson. 
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iii. Maladies neurodégénératives et microbiote intestinal en clinique humaine 

Caractérisation de la dysbiose intestinale 

L’analyse du microbiote intestinal chez les patients atteints de sclérose en plaque (Berer et al., 

2017; Cantarel et al., 2015; Cekanaviciute et al., 2017; J. Chen et al., 2016; Jangi et al., 2016; Miyake et 

al., 2015; Tremlett & Waubant, 2018), de la maladie de Huntington (Du et al., 2021) ou encore de 

maladie de Parkinson (Barichella et al., 2019; Keshavarzian et al., 2015; A. Lin et al., 2018; 

Scheperjans et al., 2015; Unger et al., 2016; F. Zhang et al., 2020) a permis de mettre en évidence 

la présence d’une dysbiose intestinale chez les patients par comparaison à des sujets sains 

appariés en âge et en sexe. Ces altérations sont résumées de manières non-exhaustives dans 

le tableau 5. 

Brièvement, de nombreux genres bactériens sont modulés de manière similaire dans les 

différentes études : les patients atteints de sclérose en plaque présentent une augmentation 

du genre Bifidobacterium et une diminution des Faecalibacterium et Prevotella ; et les 

patients atteints de la maladie de Parkinson présentent une augmentation des Akkermansia 

et Oscillospira, et une diminution des Roseburia. Par ailleurs, certains genres bactériens se 

retrouvent modulés de manière similaire ou contradictoire dans au moins deux des troubles 

neurologiques décrits : Akkermansia, Bacteroides, Blautia, Dorea, Oscillospira et Prevotella. Il 

est important de noter que l’espèce bactérienne Akkermansia munciphila qui est augmentée 

chez les patients atteints de schizophrénie et de TSA se retrouve également augmentée chez 

les patients atteints de sclérose en plaque et de la maladie de Parkinson.  

Modulation de la dysbiose intestinale 

Contrairement aux maladies psychiatriques, peu d’études cliniques ont effectué une 

modulation du microbiote intestinal en tant que traitement alternatif des maladies 

neurodégénératives. Pour les patients atteints de la sclérose en plaque, trois patients ayant 

des troubles gastro-intestinaux ont vu une amélioration de leurs symptômes ainsi que de leur 

motricité après une transplantation de microbiote fécal provenant de sujets sains (Borody et 

al., 2011), et les troubles moteurs d’une patiente âgée ont ainsi été stabilisés pendant plus de 

dix ans (Makkawi et al., 2018). En ce qui concerne la maladie de Parkinson, une greffe fécale 

chez un homme diagnostiqué depuis sept ans et souffrant de constipation sévère depuis plus 

de trois ans a permis de restaurer les problèmes de constipation, là où les laxatifs étaient 

inefficaces, et d’améliorer les tremblements durant deux mois (Huang et al., 2019). 
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Tableau 5 – Altérations bactériennes du microbiote intestinal dans les maladies neurodégénératives 
Ce tableau résume les augmentations (en rouge) et diminutions (en vert) bactériennes intestinales retrouvées 

chez des patients atteints de troubles neurodégénératifs en comparaison à des sujets contrôles. Pour une même 

pathologie, certaines études décrivent des modulations bactériennes contradictoires (soulignées) ou similaires 

(gras). * bactérie modulée dans différents troubles.   
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CHAPITRE 3  

LE MICROBIOTE INTESTINAL, NOUVELLE PISTE THERAPEUTIQUE 

POUR LA MALADIE D’ALZHEIMER    
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III – Le microbiote intestinal, nouvelle piste thérapeutique 
pour la maladie d’Alzheimer 

1. Généralités sur la maladie d’Alzheimer 

La maladie d’Alzheimer (MA), décrite pour la première fois en 1906 par le psychiatre et 

neuropathologiste allemand Alois Alzheimer est la principale forme de démence mondiale. 

C’est une maladie neurodégénérative caractérisée par une mort neuronale démarrant dans 

les régions temporales et s’étendant progressivement à l’ensemble du cerveau, menant au 

développement d’altérations cognitives et à une démence entraînant une perte d’autonomie. 

L’analyse de cerveaux post-mortem de patients atteints de la MA a mis en évidence deux 

lésions histopathologiques : des plaques amyloïdes extracellulaires constituées de peptides 

amyloïdes agrégés, et des enchevêtrements neurofibrillaires intracellulaires constitués de 

protéines Tau anormalement phosphorylées. 

a. Etiologie et facteurs de risque 

La maladie d’Alzheimer est classiquement identifiée sous deux formes : une forme familiale à 

début précoce, représentant 2 à 5% des cas, et une forme sporadique d'apparition tardive et 

d'étiologie complexe, correspondant à la majorité des cas. 

Les formes familiales de la MA sont des formes sévères généralement diagnostiquées aux 

alentours de la cinquantaine. Diverses mutations dominantes hautement pénétrantes ont été 

identifiés comme causales dans le développement de la pathologie. Elles sont réparties sur 

trois gènes [Figure 30] : le gène de la protéine précurseur de l’amyloïde, ou APP (amyloid 

precusor protein), le gène de la préséniline 1, ou PSEN1 (presenilin 1), et le gène de la PSEN2 

(Barber, 2012). Ces formes précoces de la MA sont également appelées autosomiques 

dominantes car il suffit d’une seule copie du gène muté pour développer la maladie. 

Les formes sporadiques se déclarent plus tardivement et leur origine est inconnue bien qu’un 

ensemble de facteurs génétiques (Barber, 2012) et environnementaux ont été décrits. Le gène 

APOE, via la présence de son allèle E4, est le principal facteur de susceptibilité génétique de 

la MA (Safieh et al., 2019). Les consortiums de recherche IGAP (International Genomics of 

Alzheimer’s Project) et ADGC (Alzheimer’s Disease Genetics Consortium) (Lambert et al., 2013; 

Naj et al., 2011) ont pour objectif de recenser et identifier de nouveaux facteurs génétiques 

impliqués dans la MA. Ces facteurs génétiques, présentés en [Figure 30], ont pu être identifiés 
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en premier lieu par l’analyse du génome de familles atteintes de la MA, puis par l’étude de 

gènes candidats et enfin par l’étude d’associations pangénomiques, ou GWAS (genome-wide 

association study). A cela s’ajoute de nombreux facteurs environnementaux : l’âge, le sexe, 

l’activité intellectuelle, l’activité physique, la sociabilité, l’alimentation et l’exposition à la 

pollution, aux pesticides et métaux lourds (De la Rosa et al., 2020; Gu & Scarmeas, 2011; 

Manivannan et al., 2015; Mielke, 2018; Ruthirakuhan et al., 2012).  

 

Figure 30 – Les gènes impliqués dans les formes familiales et sporadiques de la maladie d’Alzheimer 
Représentation non-exhaustive d’après Rojas et al. 2021 des gènes liés à la maladie d’Alzheimer découverts au 
cours des 30 dernières années, où la taille des cercles présentant les allèles est proportionnelle au risque de 

développer la pathologie (A) et tableau listant les différents gènes dont une mutation a été identifiée (B). 

APP : Amyloid precusor protein. ABCA7 : ATP binding cassette transporter 7. ABI3 : ABI gene family member 3. 

ACE : Angiotensin-converting enzyme. APH1B : Gamma-secretase subunit APH-1B. APOE : Apolipoprotein E. CD33 

: Cluster of differenciation 33. CR1 : Complement-receptor 1. IL34 : Interleukine 34. PILRA : Paired 

immunoglobulin-like type 2 receptor alpha. PLCG2 : 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase 

gamma-2. PSEN : Presenilin. SHARPIN : SHANK-associated RH interacting protein. SORL1 : Sortilin-related receptor 

1. . TREM2 : Triggering receptor expressed on myeloid cells 2. 
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b. Symptomatologie clinique 

La MA se caractérise par un déclin progressif au niveau des fonctions cognitives, 

comportementales et somatiques : 

- Les troubles cognitifs, également référencés sous le terme des 4 « A » : amnésie (perte 

de la mémoire), aphasie (trouble du langage), apraxie (trouble moteur) et agnosie (non 

reconnaissance d’objets et personnes familières).  

- Les troubles psycho-comportementaux : dépression, agitation, agression, difficultés à 

exprimer ses émotions et psychose avec des idées délirantes et troubles perceptifs 

(Cerejeira et al., 2012; X.-L. Li et al., 2014) .  

- Les troubles somatiques : perturbations du rythme circadien, troubles alimentaires et 

incontinences urinaires et gastriques (Homolak et al., 2018; Ikeda et al., 2002; Lee et al., 

2017).  

c. Évolution de la maladie et diagnostic 

La maladie d’Alzheimer, diagnostiquée via la combinaison d'évaluations 

neuropsychologiques, d'imagerie cérébrale et du dosage de biomarqueurs, évolue lentement 

vers une démence irréversible et se divise en différents stades cliniques (A. Kumar et al., 2020) 

et anatomiques [Figure 31]. 

i. Stades cliniques 

Au stade préclinique, le patient est asymptomatique mais peut présenter une positivité des 

biomarqueurs de la MA suite à l’analyse du LCS. S’en suit le stade prodromal, également référé 

sous le nom de déficit cognitif léger ou MCI (mild cognitive impairment), où le patient 

développe des symptômes, essentiellement des troubles de la mémoire, mais est toujours 

autonome. La recherche de biomarqueurs et des tests génétiques pour identifier la présence 

potentielle de facteurs de risques génétiques permettent de poser le diagnostic de la MA. 

Enfin, le stade de démence est atteint lorsque les symptômes du patient impactent sa vie 

quotidienne et ne lui permettent plus d’être autonome. Ce stade peut être subdivisé en stade 

de démence modéré, avancé et sévère selon l’importance des troubles cognitifs et l’incapacité 

à exécuter des tâches quotidiennes.  
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ii. Stades anatomiques 

Hypothèse de Braak 

L’anatomiste Heiko Braak a observé sur de nombreux cerveaux post-mortem de patients la 

progression spatio-temporelle de la pathologie Tau (tubulin-associated unit) via des 

immunomarquages dirigés contre la forme phosphorylée de la protéine Tau au niveau du 

résidu Sérine 202 (Braak & Braak, 1996). Ses observations lui permettent de diviser l’évolution 

de la pathologie en six stades pouvant être regroupés en trois unités plus générales. 

Brièvement, la maladie s’initie dans les régions entorhinales et transentorhinales (stade I-II), 

s’étend dans le cortex limbique notamment dans l’aire hippocampique (stade III-IV) puis dans 

la région néocorticale (stade V-VI). L’évolution de cette pathologie Tau semble être corrélée 

avec les symptômes cliniques de la maladie. 

 

Figure 31 – Les stades cliniques et anatomiques de la maladie d’Alzheimer et les outils de diagnostic 
Représentation schématique des trois stades cliniques, des stades anatomiques d’après les hypothèses de Braak 
et Thal (adapté de Jouanne, Rault, and Voisin-Chiret 2017) et des différents outils de diagnostic. 
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Hypothèse de Thal 

L’anatomiste Dietmar Thal a quant à lui divisé la pathologie en cinq stades basés sur la 

progression de la pathologie amyloïde via la coloration Campbell-Switzer (Thal et al., 2002). 

D’après ses observations, la pathologie amyloïde s’initie dans le néocortex (stade 1), puis dans 

l’allocortex (stade 2), le diencéphale et les ganglions de la base (stade 3), dans le tronc cérébral 

et le mésencéphale (stade 4) et enfin dans le cervelet (stade 5). 

iii. Diagnostic 

Le système de classification ATN aide au diagnostic de la MA et est basé sur une combinaison 

de biomarqueurs : la présence de peptides amyloïdes (A), la présence de Tau 

hyperphosphorylée (T) et la présence d’une neurodégénérescence cérébrale (N) (Jack et al., 

2016). Pour ce faire, le dosage de biomarqueurs dans le LCS et dans le sang ainsi que de 

l’imagerie cérébrale sont effectués aux patients. A cette classification s’ajoute également 

l’évaluation des performances cognitives [Figure 31].  

Biomarqueurs dans le LCS et dans le sang 

Suite à une ponction lombaire, le dosage de biomarqueurs dans le LCS de patients atteints de 

la MA présente les caractéristiques suivantes : une diminution du taux du peptide amyloïde-

β42 ou Aβ42 (amyloid-β 42 ; principal constituant des dépôts amyloïdes cérébraux), une 

diminution du ratio Aβ42/Aβ40, une augmentation du taux de la protéine Tau totale et de ses 

formes phosphorylées notamment au niveau des résidus 181, 199 et 231, et une 

augmentation de la Neurogranine, une protéine de liaison à la calmoduline fortement 

exprimée dans les épines dendritiques neuronales (Blennow & Zetterberg, 2018). Ces 

biomarqueurs sont également retrouvés dans le sang. Des progrès technologiques améliorant 

la sensibilité de leur détection plasmatique permettent d'envisager un dosage systématique 

et moins invasif en cas de plainte cognitive (Cullen et al., 2021; Liu et al., 2020). Le neurofilament 

à chaîne légère (NFL), est également un biomarqueur prometteur, qui augmente dans le LCS 

et dans le sang, et qui permet de monitorer la dégénérescence neuronale (Xiong et al., 2021). 

Imagerie cérébrale 

En accord avec le dosage du peptide Aβ42, le PET scan (positron emission tomography) utilisant 

le traceur Pittsburgh B, [11C]PiB, permet d’identifier de manière spécifique et région-

dépendante la présence du peptide Aβ42 au niveau cérébral. Un traceur de la protéine Tau, 
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8F-flortaucipir, ou AV1451, vient d’être approuvé par la FDA (Food and Drug Administration) 

(Barthel, 2020) et d’autres traceurs permettant l'imagerie de Tau sont en cours de 

développement (Joie et al., 2020). L’observation d’une atrophie cérébrale par IRM (Imagerie à 

résonance magnétique) au niveau du lobe temporal médian ainsi qu’un élargissement des 

ventricules est également un critère de diagnostic et de sévérité pour la MA (Frisoni et al., 2010) 

[Figure 32].  

 

Figure 32 – Imagerie cérébrale d’un sujet contrôle et d’une personne atteinte de la maladie d’Alzheimer 
Imagerie cérébrale par IRM d’un sujet contrôle (A) et d’une patiente atteinte de la maladie d’Alzheimer (B) 
montrant une neurodégénérescence temporale et un élargissement des ventricules. PET scan amyloïde des 

mêmes sujets avec le traceur [11C]PiB (C-D). D’après Jack et al. 2016. IRM : imagerie à résonance magnétique. 

PET : positron emission tomography. 

 

Évaluation cognitive 

Le diagnostic des patients se base également sur des évaluations cognitives mesurant les 

capacités de mémoire, langage, résonnement et perception. Le test le plus couramment utilisé 

est le MMSE (Mini mental state examination) noté sur un total de 30. Cependant, certains 

chercheurs suggèrent qu’il ne permet pas de différencier une cognition normale d’un léger 

déficit cognitif, ni le léger déficit cognitif d’une personne saine et celui d’un patient Alzheimer, 

ou de différencier les stades de démence (Chapman et al., 2016). Une autre évaluation cognitive 

très utilisée, notamment dans l'évaluation des essais cliniques est l'ADAS-Cog (Alzheimer's 

Disease Assessment Scale-Cognitive Subscale). L'ADAS-Cog comprend 10 tâches évaluant les 

changements d'humeur et de comportement qui peuvent survenir dans la maladie 

d'Alzheimer et d'autres formes de démence (Cano et al., 2010). 
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2. Neurophysiopathologie de la maladie d’Alzheimer 

a. Marqueurs histopathologiques 

La MA est caractérisée par deux principales lésions cérébrales : une accumulation 

extracellulaire de peptides amyloïdes sous forme de plaques amyloïdes (ou plaques séniles) 

et une accumulation intracellulaire de formes hyperphosphorylées de la protéine Tau appelée 

enchevêtrements neurofibrillaires (Maurer et al., 1997).  

Ces marqueurs peuvent également être observés dans d’autres pathologies cérébrales. En 

effet, les patients atteints de certaines formes de démences fronto-temporales ou de 

paralysie supra nucléaire progressive présentent des enchevêtrements neurofibrillaires 

(Bodea et al., 2016; Martínez-Maldonado et al., 2021), et les personnes atteintes du syndrome de 

Down (ou trisomie 21) des plaques amyloïdes (Zammit et al., 2020). Ces lésions cérébrales 

peuvent également être retrouvés au cours du vieillissement et chez des personnes ne 

présentant aucune atteinte cognitive (Delacourte et al., 2002; Kamer et al., 2015). 

i. Plaques amyloïdes 

Les plaques amyloïdes sont constituées d'agrégats de peptides amyloïdes, principalement 

Aβ40 et Aβ42, issus du clivage d’une glycoprotéine transmembranaire ubiquitaire : la protéine 

APP (Thinakaran & Koo, 2008). Cette dernière possède trois isoformes principales : APP695, 

APP751 et APP770 toutes exprimées au niveau cérébral chez l'homme (Rockenstein et al., 1995). 

Au niveau subcellulaire, l’APP est principalement exprimée au niveau des terminaisons 

axonales (Kins et al., 2006).  

Métabolisme de l’APP 

Le métabolisme de l’APP s'effectue selon deux voies principales : une voie dite amyloïdogène 

menant à la production des peptides Aβ, et une voie dite non-amyloïdogène [Figure 33A]. Les 

principales enzymes protéolytiques responsables du clivage de l'APP, appelées sécrétases, 

sont au nombre de trois : l’α-sécrétase, la β-sécrétase et la γ-sécrétase. 

Voie amyloïdogène 

La première étape du clivage amyloïdogène de l'APP est effectuée par une β-sécrétase, la 

principale étant la protéine transmembranaire BACE1 (Vassar et al., 1999). BACE1 clive 

l'ectodomaine de l'APP menant à la libération extracellulaire d’un fragment soluble sAPPβ et 
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à la formation du fragment C99, ou CTFβ (carboxy-terminal fragment β) ancré à la membrane. 

S’en suit le clivage de C99 par la γ-sécrétase dans l’environnement hydrophobe de la 

membrane plasmique qui conduit à la production extracellulaire du peptide Aβ, et au niveau 

intracellulaire du fragment AICD (APP intracellular domain) (Haass, 2004). L'activité γ-sécrétase 

est exercée par un complexe composé au minimum de quatre sous-unités : les présénilines 1 

ou 2, la nicastrine, l’APH1 (anterior pharynx defective 1) et la PEN-2 (presenilin enhancer 2) (X. 

Zhang et al., 2014). 

  

Figure 33 – Métabolisme de l’APP 
Représentation schématique du métabolisme de l’APP selon les voies canoniques (A) comprenant la voie non-

amyloïdogène et la voie amyloïdogène conduisant à la formation de fibrilles et de plaques amyloïdes, et les sites 

de clivage des voies non-canoniques (B) adapté de Müller, Deller, and Korte 2017. 
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Voie non-amyloïdogène 

La première étape du clivage non-amyloïdogène de l'APP est effectuée par une α-sécrétase 

telle que la protéine transmembranaire ADAM10 (A Disintegrin and metalloproteinase 

domain-containing protein 10) qui est l'α-sécrétase majeure au niveau cérébral (Allinson et al., 

2003). L'ADAM10 clive l’APP au sein de la séquence du peptide Aβ, prévenant sa production 

et menant à la libération extracellulaire d’un fragment soluble sAPPα et à la formation du 

fragment C83, ou CTFα (Esch et al., 1990), ancré à la membrane. S’en suit le clivage du C83 

fragment par la γ-sécrétase, toujours dans l’environnement hydrophobe de la membrane 

plasmique, menant à la production extracellulaire du peptide P3, et au niveau intracellulaire 

à celle du fragment AICD (Haass et al., 1993). 

Clivages non-canoniques 

D’autres voies de clivage de l’APP ont récemment été découvertes [Figure 33B]. L’η-sécrétase 

(Willem et al., 2015) et l’δ-sécrétase (Zhang et al., 2015) clivent l’ectodomaine de l'APP qui est 

concomitamment clivable par l’α- ou β-sécrétase, et par la β- et γ-sécrétase. Un autre site de 

clivage, appelé epsilon (ε), et situé à proximité du site de clivage de la γ-sécrétase a été 

rapporté (Weidemann et al., 2002). Un clivage combiné par la métalloprotéase Meprin-β 

(Becker-Pauly & Pietrzik, 2016) et la γ-sécrétase a également été décrit. Un des sites de clivage 

de la Meprin-β étant à proximité du site de clivage de la β-sécrétase, il en résulte une 

production de peptides Aβ40 et Aβ42 tronqués d’un seul résidu qui sont en capacité de 

s’agréger. Enfin, l’APP peut également être clivé par des caspases (Milligan, 2000). 

Clivages subcellulaires 

L’APP est retrouvé dans plusieurs compartiments cellulaires : le réticulum endoplasmique, 

l’appareil de Golgi, la membrane plasmique, les endosomes, les lysosomes et les membranes 

mitochondriales. Seule une faible proportion de l’APP produit atteint la membrane plasmique 

(environ 10%), la majorité restant dans l’appareil de Golgi. L’APP membranaire non-clivé est 

rapidement internalisé dans les endosomes, pour être recyclé et reconduit à la membrane, ou 

alors être dégradé dans les lysosomes. Durant ce trafic intracellulaire, il a été montré que l’APP 

peut être clivé par les α-, β- et γ-sécrétase (Haass et al., 2012). 

Fonction de l’APP et de ses produits de clivage 

De nombreuses fonctions physiologiques ont été décrites pour l’APP et ses produits de clivage, 

brièvement résumées dans le tableau 6 (Brothers et al., 2018; Chasseigneaux & Allinquant, 2012; 
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Duce et al., 2010; Lauritzen et al., 2016; Müller & Zheng, 2012; Nhan et al., 2015; Pardossi-Piquard & 

Checler, 2012; Shankar et al., 2008; Wei et al., 2002).  

 

Tableau 6 – Fonctions physiologiques de la protéine APP et de ses produits de clivage 

 

Peptides amyloïdes et agrégation 

Les peptides Aβ produits lors du clivage amyloïdogène de l'APP sont de longueur variable en 

fonction du site de clivage par la γ-sécrétase. Les deux formes principalement produites sont 

l’Aβ40 et l’Aβ42. Dans la MA, il a été rapporté une perturbation du ratio Aβ42/Aβ40 dans le LCS 

avec une augmentation du taux d’Aβ42. Proportionnellement, le peptide Aβ40 est plus 

abondant, représentant à lui seul 95% des peptides Aβ produits, mais il est moins toxique que 

le peptide Aβ42. En effet, ce dernier a une plus forte capacité à s’agréger en feuillets-β 

favorisant la formation d'oligomères, de fibrilles et enfin de plaques amyloïdes (Gu & Z, 2013).  

La formation de ces plaques amyloïdes se produit en effet suite à un processus de 

polymérisation des monomères d’Aβ qui peut être divisé en une phase de nucléation et une 

phase d’élongation [Figure 34]. Dans la phase de nucléation, les monomères d’Aβ, qui ont une 

formation α-héliocoïdale, vont adopter une conformation en feuillet-β et former des 

oligomères (principalement dimères et trimères). S’en suit la phase d’élongation, plus rapide, 
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où les oligomères s’agrègent formant ainsi des protofibrilles qui vont maturer en fibrilles pour 

enfin conduire à la formation de plaques amyloïdes (S. Kumar & Walter, 2011).  

Bien que les oligomères soient solubles et puissent être dégradés, de nombreuses études 

suggèrent qu’ils soient plus neurotoxiques que les plaques. En effet, il existe une corrélation 

entre le taux d’oligomères, notamment de petites tailles, et le déclin cognitif, suggérant un 

effet protecteur de l’agrégation en plaques afin de réduire la quantité d’oligomères solubles 

dans l’espace extracellulaire. 

 

Figure 34 – Formation des plaques amyloïdes 
Représentation schématique des étapes de nucléation et d’élongation des monomères d’Aβ en plaques 

amyloïdes.  

Propagation de la pathologie amyloïde 

La propagation dans les différentes régions corticales est un mécanisme appelé le « seeding » 

qui est similaire aux mécanismes observés dans les maladies à prions. Brièvement, les 

peptides Aβ nouvellement produits vont adopter une conformation en feuillets-β en présence 

d’autres peptides Aβ en feuillets-β et ainsi être en capacité de s’agréger (Walker & M, 2015). Ce 

mécanisme dit « prion-like » est supporté par des études démontrant qu’une injection 

cérébrale unilatérale d’un homogénat de cerveau provenant de souris âgées APP23 C57BL/6, 

un modèle transgénique de la MA, et donc comprenant des agrégats Aβ, est en capacité 

d’accélérer le développement d’une amyloïdose chez ce même modèle de souris à un âge plus 

jeune et ce également au niveau controlatéral du site d’injection (Stöhr et al., 2012). De même, 

les injections d’homogénats de cerveaux de patients qui étaient atteints de la MA chez le 

modèle de souris huAPPwt qui ne développe pas de plaques amyloïdes spontanément, et chez 

le microcèbe, un primate non-humain, induisent le développement de plaques amyloïdes aux 

alentours du site d’injection (Gary et al., 2019; Hérard et al., 2020). 
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Pathologie amyloïde vasculaire 

Des études ont montré la présence d’une pathologie amyloïde au niveau des vaisseaux 

corticaux, appelée angiopathie amyloïde cérébrale (AAC), qui est fortement associée à la MA. 

De tels dépôts au niveau vasculaire sont également retrouvés dans le modèle de souris 5XFAD 

C57BL/6SJL (Giannoni et al., 2016). Les péricytes, qui font partie de l’unité neurovasculaire de la 

barrière hémato-encéphalique, participent à la clairance des peptides amyloïdes en les 

internalisant, et voient leur fonction altérée dans le cadre d’une AAC (S. H. Kim et al., 2020; Ma 

et al., 2018). 

ii. Enchevêtrements neurofibrillaires 

La protéine Tau 

La protéine Tau, exclusivement exprimée au sein du SNC, aussi bien dans les cellules 

neuronales et non-neuronales, est une protéine associée aux microtubules, MAP 

(microtubule-associated protein) et qui permet leur stabilisation et leur bon fonctionnement. 

Son gène, situé sur le chromosome 17, peut donner lieu à six isoformes pouvant être 

regroupées en deux groupes selon le nombre de domaines MBD (microtubule-binding 

domain) permettant la liaison aux microtubules : Tau3R et Tau4R ayant respectivement trois 

et quatre domaines MBD, ce qui donne une meilleure affinité pour les microtubules aux 

isoformes Tau4R [Figure 35A]. 

Cette protéine possède de nombreux sites de phosphorylation dont certains sont situés à 

proximité des domaines MBD, rendant ainsi son état de phosphorylation décisif pour effectuer 

sa fonction de MAP (Buée et al., 2000). 

Hyperphosphorylation de Tau et agrégation 

Chez les patients atteints de la MA, un déséquilibre dans l’activité des kinases et phosphatases 

conduit à une dérégulation de l’état de phosphorylation de la protéine Tau en faveur d’une 

hyperphosphorylation induisant une déstabilisation microtubulaire et une mort neuronale 

[Figure 35B].  
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Figure 35 – Isoformes de Tau et déstabilisation microtubulaire par l’hyperphosphorylation de Tau 
Représentation schématique des 6 isoformes de la protéine Tau (A) et de son hyperphosphorylation et son 

agrégation menant à la déstabilisation des microtubules (B). MBD : microtubule-binding domain. 

 

Des études suggèrent une diminution de l’activité de la phosphatase PP2A (Protein 

phosphatase-2) et une augmentation de l’activité des kinases GSK-3β (Glycogen-synthase 

kinase-3β), Cdk5 (Cyclin-dependent kinase 5), SAPK/JNK (stress activated kinase/c-Jun N-

terminal kinase), p38 et Fyn (Dolan & Johnson, 2010; Ferrer, Gomez-Isla, et al., 2005). L’état de 

phosphorylation de Tau est également régulé par la quantité de O-GlcNAc (O-linked N-

acetylglucosamine) sur les résidus sérine et thréonine, appelée l’O-GlcNAcylation 

et impliquant deux familles enzymatiques : les O-GlcNAc transférases et les 

N-acetylglucosaminidases (OGA) catalysant respectivement l’ajout ou le retrait de ces 

glucosamines (Yang & K, 2017). Il a été démontré que les peptides Aβ ainsi que le dérèglement 

du métabolisme du glucose au niveau cérébral, qui induit une diminution de O-GlcNAcylation, 

sont aussi responsables de cette hyperphosphorylation de Tau (Busciglio et al., 1995; Liu et al., 

2004).  

Similairement aux peptides Aβ, des agrégats insolubles de la protéine Tau vont se former suite 

à un processus de nucléation et d’élongation. Les protéines Tau hyperphosphorylées vont 

s’oligomériser pour donner lieu à des filaments appelés PHF (paired helical filaments). Ces 

derniers ne permettent pas une bonne stabilisation des microtubules qui vont alors se 
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désintégrer et conduire à une mort neuronale. A noter que la déstabilisation des microtubules 

ne semble pas être exclusivement due à l’agréation de protéines Tau hyperphosphorylées 

entre elles mais également à l’agrégation de protéines Tau hyperphosphorylées avec des 

protéines Tau normalement conformées et d’autres MAP telles que MAP1 et 2 (Alonso et al., 

1997). Les PHF vont par la suite s’agréger formant ainsi des enchevêtrements neurofibrillaires 

insolubles, ou NFT (Neurofibrillary tangles). 

De nombreuses études suggèrent, tout comme les peptides et oligomères Aβ, que les 

protéines et agrégats solubles de Tau hyperphosphorylés sont plus neurotoxiques que les NFT 

insolubles (Kopeikina et al., 2012).   

Propagation de la pathologie Tau 

Similairement à la propagation des agrégats amyloïdes, la propagation de la pathologie Tau 

dans différentes régions cérébrales semble se produire via un mécanisme « prion-like » qui 

implique le transfert des protéines Tau d’une cellule « donneuse » à une cellule « receveuse » 

(Mudher et al., 2017). Les mécanismes connus et hypothétiques de ce transfert sont illustrés en 

[Figure 36] :  

- Les protéines Tau peuvent être sécrétées dans le milieu extracellulaire via des 

exosomes ou ectosomes. Le mécanisme par lequel ces protéines vésiculaires 

atteignent le cytoplasme de la cellule receveuse reste méconnu. 

- Les protéines Tau sont majoritairement retrouvées sous forme libre dans le milieu 

extracellulaire (90%). L’exocytose et/ou la diffusion au travers de la membrane 

plasmatique pourraient être responsable de cette sécrétion. Pour l’entrée dans la 

cellule receveuse des formes libres de Tau, il a été démontré qu’il existe une 

endocytose médiée par l’APP et l’HSPG (Heparan Sulfate ProteoGlycan). Cependant, 

l’existence d’une endocytose non-médiée par des récepteurs ou une entrée par 

diffusion reste méconnue. 

- Enfin, il a été démontré in vitro l’existence de la formation de nanotubes entre la 

cellule « donneuse » et la cellule « receveuse » permettant le passage de protéines 

Tau, mais ce mécanisme n’a pas encore été confirmé in vivo. 
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Figure 36 – Transfert transcellulaire de la protéine Tau  

Représentation schématique adaptée de Mudher et al. 2017 des mécanismes connus et hypothétique du 

transfert de Tau d’une cellule à une autre.  
 

 

Récemment, le Dr. J. Götz et ses collègues ont découvert un nouveau mécanisme de 

propagation des agrégats de Tau (Polanco et al., 2021). Ils ont démontré que les membranes 

des exosomes contenant des agrégats de Tau, suite à leur internalisation dans les 

endolysosomes, peuvent être résistantes en partie à la dégradation par les enzymes 

lysosomales et ainsi être perméabilisées et permettre aux agrégats Tau de s’échapper dans le 

cytosol où ils peuvent recruter d’autres protéines Tau solubles. Par ailleurs, il a été démontré 

qu’il y a un échange bidirectionnel de peptides Tau entre les cellules neuronales et 

astrocytaires (Gérando et al., 2021).  
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Fonctions de Tau 

La protéine Tau a un rôle primordial dans la stabilisation des microtubules et le transport 

axonal, notamment des mitochondries (Pérez et al., 2018) mais possède d’autres partenaires et 

différentes localisations subcellulaires suggérant d’autres fonctions (Sotiropoulos et al., 2017) : 

- Au niveau axonal : un gradient de Tau phosphorylé au niveau du site Tau-1 (Thr198-

Ser205) est présent entre le compartiment somato-dendritique des neurones et l’axone 

(taux de phosphorylation de 80% contre 20%), suggérant un rôle dans la formation 

axonale (Mandell & GA, 1996). 

- Au niveau dendritique et synaptique : la protéine Tau module la phosphorylation des 

récepteurs NMDA et régule l’activité des protéines IRS-1 (insulin-receptor substrate 1) 

et PTEN (phosphatase and tensin homolog), toute deux impliquées dans la voie de 

signalisation de l’insuline. L’hyperphosphorylation de Tau et son agrégation 

engendrerait une altération dans cette voie et serait donc impliquée dans l’insulino-

résistance cérébrale observée chez les patients (Marciniak et al., 2017). 

- Au niveau nucléaire et des centrosomes : la protéine Tau participe au maintien de 

l’intégrité de l’ADN et de l’hétérochromatine péri-centrosomique (Mansuroglu et al., 

2016). 

b. Marqueurs associés 

i. Neuroinflammation  

Outre les deux lésions cérébrales précédemment décrites, une neuroinflammation 

persistante est observée chez les patients atteints de la MA. Les acteurs principaux de cet état 

inflammatoire sont les cellules microgliales et astrocytaires, largement présentes au voisinage 

des plaques amyloïdes et des enchevêtrement neurofibrillaires. 

Aux stades précoces de la pathologie, l'activation de ces cellules présente des effets 

bénéfiques via la clairance des peptides Aβ et Tau. Cependant, à long terme, le maintien de 

cet état inflammatoire participe à la neurotoxicité et à la progression de la pathologie.  

Microglie et astrocytes 

Aux stades précoces de la pathologie, les cellules microgliales et astrocytaires vont adopter 

un profil phagocytaire permettant la clairance des peptides amyloïdes et Tau. Une étude 

récente démontre que les peptides Aβ induisent une augmentation sur les cellules 



101 
 

microgliales de l’expression du récepteur de l’IL-3, une cytokine constitutivement sécrétée par 

les astrocytes. S’en suit une activation de la microglie par l’IL-3 augmentant ainsi la capacité 

microgliale à éliminer les agrégats amyloïdes et Tau (McAlpine et al., 2021). La sécrétion de 

métalloendopeptidases telles que l’ECE1, ECE2 (endothelin-converting enzyme) et la 

néprilysine (NEP), et la sécrétion des métalloprotéinases matricielles MMP2 et 9 (matrix 

metalloproteinase) par ces cellules immunitaires va également permettre la dégradation des 

dépôts amyloïdes (Miners et al., 2011; Ries & Sastre, 2016).  

Cependant, la présence continue de ces dépôts Aβ entraîne une activation chronique des 

cellules microgliales et astrocytaires qui est responsable du développement d’un 

environnement inflammatoire, présentant notamment une surexpression de cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-6, l’IL-1β et le TNF-α, et d’une diminution de la clairance des 

peptides amyloïdes et de l'élimination de la protéine Tau hyper- ou anormalement 

phosphorylée. Une diminution de la fonction de recapture du glutamate par les astrocytes est 

également observée favorisant l’excitotoxicité et une augmentation des pertes synaptiques 

(Kaur et al., 2019). Enfin, des études ont démontré qu'un environnement pro-inflammatoire 

soutenu augmente l’expression de l’APP et l’activité des sécrétases β et γ (Alasmari et al. 2018) 

et accentue l’activité des kinases responsables de l’hyperphosphorylation de Tau (Bernhardi, 

Tichauer, and Eugenín 2010). 

Inflammasome et récepteurs microgliaux/astrocytaires 

L’inflammasome NLRP3, se trouve augmenté dans le cerveau de patients atteints de la MA et 

joue un rôle essentiel dans la progression de la pathologie amyloïde. Il a été montré que son 

activation dans le modèle murin APP/PS1 de la MA induit une augmentation de la sécrétion 

de l’IL-1β, des dépôts amyloïdes et des pertes synaptiques, tandis que sa délétion favorise la 

clairance des peptides amyloïdes (Zhang et al., 2020). De même, NLRP3 régule l’activité des 

phosphatases/kinases de Tau, sa perte de fonction réduisant l’hyperphosphorylation et 

l’agrégation de Tau dans le modèle murin Thy-Tau22 C57BL/6N (Ising et al., 2019). 

Le récepteur TREM2 (triggering receptor expressed on myeloid cell 2), pouvant lier les peptides 

amyloïdes et dont des mutations ont été identifiées comme facteurs de risque génétiques des 

formes sporadiques de la MA, a particulièrement été étudié. Sa délétion in vitro et in vivo 

entraîne une diminution de l’activité phagocytaire microgliale (Wang et al., 2015; Xiang et al., 

2016). Par ailleurs, la réponse inflammatoire microgliale entraîne une augmentation de 
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l’hyperphosphorylation de Tau au niveau neuronal qui peut être régulée négativement par 

TREM2. La surexpression in vitro de TREM2 diminue le taux de Tau hyperphosphorylée, et à 

l’inverse, sa délétion in vivo entraîne une augmentation de la pathologie Tau dans le modèle 

murin Thy-Tau22 C57BL/6J (Jiang et al., 2018; Vautheny et al., 2021).  

Enfin, les récepteurs purinergiques modulent l’activité inflammatoire microgliale (Pietrowski et 

al., 2021), notamment via les récepteurs P2X4, P2X7, A1 et A2A qui se trouvent augmentés chez 

les patients atteints de la MA (Angulo et al., 2003; Francistiová et al., 2020). Les récepteurs P2Y2 

et P2Y6 contrôlent également l’activité phagocytaire (Ajit et al., 2014; Neher et al., 2014). De 

même, le récepteur P2Y1 module les propriétés des cellules astrocytaires et semblerait être 

responsable de leur hyperactivation observée dans la MA (Reichenbach et al., 2018). 

ii. Stress oxydant 

Le stress oxydant est un processus qui augmente au niveau cérébral au cours du vieillissement 

et qui est dû à un déséquilibre redox se caractérisant par un excès du taux d’espèces réactives 

de l’oxygène, ou ROS (reactive oxygen species). Ces dernières correspondent en majorité à 

l’anion superoxyde O2
- et au peroxyde d’hydrogène H2O2. De par leur instabilité, elles peuvent 

réagir et oxyder les composants cellulaires (lipides, protéines, acides nucléiques), perturbant 

ainsi leurs propriétés, et induire une mort cellulaire (Juan et al., 2021). 

Chez les patients atteints de la MA, un stress oxydant important est observé qui est provoqué 

par un ensemble de dérégulations résumées ci-dessous. 

Mitochondrie 

La chaîne respiratoire mitochondriale va produire, via la consommation d’oxygène et les 

chaînes de transport d’électrons, une grande quantité d’énergie sous forme d’ATP, et une 

infime quantité de ROS. Les personnes atteintes de la MA présentent de nombreux 

dysfonctionnements au niveau mitochondrial qui peuvent expliquer l’augmentation de la 

production de ROS : morphologie, quantité, oxydation et mutation de l’ADN, biogénèse 

mitochondriale, transport axonal et activité des enzymes mitochondriales sont ainsi altérés 

(Cenini & Voos, 2019). Il a été démontré que les peptides amyloïdes et les protéines Tau 

hyperphosphorylées participent à ces dysfonctionnements (Cheng & Bai, 2018; Pagani & Eckert, 

2011). 
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Homéostasie calcique 

Par ailleurs, une dérégulation de l’homéostasie du calcium est présente dans la MA, 

provoquant une augmentation de la production de ROS (Görlach et al., 2015; Y. Wang et al., 

2017). Des études ont montré que les oligomères d’Aβ et les protéines Tau mal-repliées 

peuvent participer à cette dérégulation, respectivement, en augmentant l’influx calcique 

depuis l’espace extracellulaire et en diminuant l’efflux calcique mitochondrial (Britti et al., 2020; 

Drews et al., 2016).  De même, l’excitotoxicité glutamatergique observée dans la MA participe 

à cette augmentation calcique cytosolique (Dong et al., 2009). 

Métaux 

Enfin, l’homéostasie des métaux est perturbée dans la MA avec une augmentation 

extracellulaire des taux de cuivre et de zinc et une augmentation intracellulaire du fer qui 

peuvent contribuer à la production de ROS (Valko et al., 2005). L’interaction des protéines APP 

et Tau avec ces métaux explique la dérégulation de l’homéostasie métallique dans la MA : 

- La protéine Tau a un rôle dans l’export de fer via son implication dans l’adressage de 

l'APP à la membrane plasmique (Lei et al., 2012; S. S. Rao & Adlard, 2018). En effet, l’APP 

interagit et stabilise la ferroportine, une protéine membranaire impliquée dans 

l’export de fer (B. X. Wong et al., 2014).  

- L’APP possède deux sites de liaison pour le cuivre et le zinc : au niveau N-terminal et 

au niveau du peptide Aβ (Maynard et al., 2002). L’augmentation de la production des 

peptides amyloïdes et leur agrégation dans l’espace extracellulaire dans la MA pourrait 

ainsi expliquer l’augmentation des taux de ces deux métaux retrouvés chez les 

patients. 

iii. Plasticité synaptique et neurotransmission 

Perte synaptique 

L’analyse de cerveaux post-mortem de patients atteints de la MA a permis de mettre en 

évidence une perte synaptique, attestée par une diminution du nombre de synapses et des 

protéines synaptiques, qui semblerait être fortement corrélée avec les déficits cognitifs. Des 

études en modèles précliniques murins ont également permis de montrer que les peptides Aβ 

et la protéine Tau ont un rôle causal dans ces pertes synaptiques qui sont associées à une 

altération de la plasticité synaptique comprenant une dérégulation de la potentialisation à 
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long terme, ou LTP (long-term potentiation), et de la dépression à long terme, ou LTD (long-

term depression) (Colom-Cadena et al., 2020; Coomans et al., 2021; Mucke & Selkoe, 2012). 

Une quantité modérée d’Aβ induit en premier lieu une facilitation de la sécrétion 

glutamatergique au niveau présynaptique en se liant aux récepteurs α7-ACh. Par la suite, 

l’augmentation de cette libération présynaptique, provoquée par l’accumulation d’Aβ, induit 

l’endocytose des récepteurs glutamatergiques au niveau postsynaptique qui est responsable 

d’une LTD (Mucke & Selkoe, 2012). 

L'hyperphosphorylation de la protéine Tau entraîne une altération du fonctionnement 

synaptique via différents mécanismes : perturbation du transport axonal mitochondrial, 

modulation de la signalisation des récepteurs muscariniques mAChR et modulation de la 

présence des récepteurs glutamatergiques postsynaptiques (Forner et al., 2017). 

Neurotransmission 

Les systèmes altérés 

L’ensemble des systèmes de neurotransmission (principalement cholinergique, 

glutamatergique et sérotoninergique) sont altérés dans la MA. 

Le système cholinergique est le principal impliqué (Ferreira-Vieira et al., 2016) car il interagit 

avec les différents systèmes de neurotransmission en raison de l’expression de récepteurs 

nicotiniques au niveau présynaptique. Chez les patients atteints de la MA, une perte des 

neurones cholinergiques associée à une diminution du taux d’ACh, est observée. Les 

récepteurs de l’ACh sont de deux types : les récepteurs nicotiniques (nAChR) qui sont 

perméables aux ions calciques et dont le plus abondant dans le CNS est l’α7-AChR, et les 

récepteurs muscariniques (mAChR ou M1-5) qui sont des RCPG (récepteurs couplés aux 

protéines G). 

Le système glutamatergique (Butterfield & Pocernich, 2003) comprend les récepteurs 

ionotropiques (AMPA, NMDA, Kaïnate) (AMPA : α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazol-4-

propionate) et métabotropiques (mGluR). Une augmentation du taux de glutamate dans la 

fente synaptique est observée dans la MA, induisant une hyperactivation des récepteurs 

NMDA et une mort neuronale, également appelé excitotoxicité. Cette dernière peut provenir 

d’une diminution de la recapture du glutamate par les astrocytes dûe à une altération de la 

fonction du transporteur astrocytaire EAAT1 (excitatory amino acid transporter-1) et à une 

augmentation de la sécrétion de glutamate induite par la production d’Aβ. Par ailleurs, une 
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diminution de l’expression des récepteurs AMPA induite par l’accumulation d'Aβ est observée 

(Zhang et al., 2018). 

En ce qui concerne le système sérotoninergique, une diminution du taux de 5-HT dans le 

cortex temporal, frontal et pariétal ainsi que dans l’amygdale, le noyau caudé, le putamen, le 

noyau du raphé et l’hippocampe est observée chez les patients atteints de la MA(Rodríguez et 

al., 2012). Une diminution de l’expression de plusieurs récepteurs de la 5-HT (5-HT1A, 5-HT1B, 

5-HT1D, 5-HT2A, 5-HT4 et 5-HT6) est également observée dans les régions frontales et 

temporales. 

Les récepteurs couplés aux protéines G 

Les RCPG sont une superfamille de récepteurs transmembranaires pouvant être subdivisée en 

5 sous-familles basées sur la similarité de leur séquence et structure : les récepteurs de la 

rhodopsine (famille A), les récepteurs de la sécrétine (famille B), les récepteurs métabotropes 

au glutamate (famille C), les récepteurs d’adhésion (famille D) et les récepteurs 

Frizzled/Taste2 (famille D) (Fredriksson et al., 2003). Ils possèdent sept domaines 

transmembranaires, trois boucles intracellulaires et trois boucles extracellulaires. Leur 

activation par leur ligand va induire différentes cascades de signalisation dépendantes des 

protéines G associées au récepteur, entraînant notamment des variations de calcium et 

modulant ainsi la sécrétion de neurotransmetteurs [Figure 37]. 

 

Figure 37 – Voies de signalisation des récepteurs couplés aux protéines G  
Représentation schématique des voies de signalisation induites suite à l’activation des récepteurs couplés aux 
protéines Gαs, Gαi et Gαq par leur ligand. 
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Parmi les systèmes de neurotransmission précédemment décrits, de nombreux récepteurs 

modulés dans la MA sont des RCPG. Ces récepteurs et leur protéine G canonique sont listés 

dans le tableau 7 ci-après :  

 

Tableau 7 – Récepteurs couplés aux protéines G dont la fonction est altérée dans la MA et couplage 
canonique 

D’après Caulfield 1993; McCorvy and Roth 2015; Niswender and Conn 2010. 

 

iv. Epigénétique 

Des études chez la levure Caenorhabditis elegans ont montré que de nombreux facteurs 

épigénétiques sont impliqués dans le vieillissement (P et al., 2016). Ces études ont par la suite 

été étendues à des maladies telles que la MA, où il a été observé une altération de l’acétylation 

des histones, dont le rôle dans les processus mnésiques a été démontré (Gräff & LH, 2013). Le 

marqueur H4K16ac, correspondant à l’acétylation du résidu lysine en position 16 de l’histone 

H4, mais également les marqueurs H3K27ac et H3K9ac sont perturbés dans le cerveau des 

patients atteints de la MA avec une diminution d’H4K16ac à proximité des gènes liés au 

vieillissement et à la MA, et une augmentation d’H3K27ac et H3K9ac (Nativio et al., 2018, 2020). 

De même, il a été observé une augmentation du taux des HDAC, responsables de la 

désacétylation des histones. Ces perturbations ont donc suggéré de nouvelles pistes 

thérapeutiques proposant notamment l’utilisation d’inhibiteurs des HDAC (Wood, 2018) ou 

d’activateurs des histones acétyltransférases, tels que le CSP-TTK21. Trois injections de CSP-

TTK21, à raison d’une par semaine, empêchent les déficits cognitifs, et une injection est 

suffisante pour prévenir les pertes synaptiques présentes dans le modèle murin Thy-Tau22 

C57BL/6J (Chatterjee et al., 2018). Un essai clinique dont l'objectif est d’identifier des 

biomarqueurs épigénétiques des formes sporadiques de la MA est en cours (NCT04081285). 
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3. Les modèles précliniques murins de la maladie d’Alzheimer 

a. Les modèles de première génération - les modèles transgéniques 

De nombreux modèles transgéniques ont été générés afin de mieux comprendre les 

mécanismes sous-jacents de la physiopathologie de la MA et de tester l’efficacité de nouveaux 

traitements thérapeutiques. Les principaux modèles, listés de manière non-exhaustive dans 

le tableau 8, expriment les transgènes APP ou Tau humains portant des mutations retrouvées 

dans les formes familiales de la MA (Duyckaerts et al., 2008; Mullane & Williams, 2019; Sasaguri et 

al., 2017). De manière générale, les modèles portant uniquement l’un des deux transgènes 

présentent l’un des versants de la physiopathologie (pathologie amyloïde ou Tau), mais ne 

réunissent pas l’ensemble des caractéristiques de la maladie. Des modèles portant les deux 

transgènes ont ainsi été générés et présentent une pathologie plus proche de la MA. 

Cependant, ces modèles transgéniques portent des mutations familiales de la MA et ne 

représentent donc pas les formes sporadiques qui sont les plus représentatives en population 

générale. D’autre part, ces transgènes sont surexprimés, induisant dans le cas de l’APP une 

surproduction des différents fragments découlants à son clivage, ce qui peut engendrer des 

phénotypes qui ne sont pas liés à la MA (Sasaguri et al., 2017). 

b. Les modèles de seconde génération - les modèles knock-in 

Des modèles knock-in où la séquence endogène murine de l’APP ou de Tau a été remplacée 

par la séquence humaine ont été générés afin d'éviter la surexpression des transgènes. 

Cependant, en absence de mutations sur les séquences humaines, ces modèles ne 

développent pas de pathologie amyloïde ou Tau (Mucke et al., 2000; Saito et al., 2019). Les 

modèles APPNL-F ou APPNL-G-F ont ainsi été générés portant respectivement les mutations 

familiales Swedish et Iberian, ou Swedish, Arctic et Iberian (Saito et al., 2014) ; ainsi que 

plusieurs modèles portant le gène codant pour le protéine Tau humaine mutée (Watamura, 

2020).  

c. Les modèles d’injections aigues 

Des modèles d’injection intracérébrale d’oligomères amyloïdes ont également vu le jour, 

notamment via l’injection d’oligomères Aβ40/42 et Aβ25/35 qui entraîne de nombreuses 

altérations présentes dans la MA telles qu’une augmentation de la gliose, du stress oxydatif, 



108 
 

des altérations cognitives et une altération de l’homéostasie de l’acétylcholine (Klein et al., 

1999; Zussy et al., 2011). L’injection d’homogénats de cerveaux de patients, ayant permis de 

développer les hypothèses de propagation « prion-like » des peptides amyloïdes et Tau, est 

également en capacité d’engendrer une pathologie représentative de la MA (Hérard et al., 

2020; Robert et al., 2021). De telles injections représentent l’avantage de reproduire l’ensemble 

des altérations protéiques, amyloïde et Tau, altérées dans la MA.  

 

Tableau 8 – Liste non-exhaustive des modèles murins transgéniques générérés pour modéliser la MA 
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A ce jour, il n’existe aucun traitement curatif de la MA. Seuls des traitements, dits 

symptomatiques, qui ralentissent l’apparition des symptômes et améliorent la qualité de vie 

des patients sont disponibles. Ces traitements peuvent être regroupés en deux catégories : 

les inhibiteurs cholinestérasiques avec le donépézil (Aricept®), la galantamine (Reminyl®) et la 

rivastigmine (Exelon®), d'une part, et les antagonistes partiels des récepteurs NMDA avec la 

mémantine (Ebixa®), d'autre part. Néanmoins, de nombreuses recherches ont pour objectif le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant les mécanismes 

physiopathologiques de la MA dans le cerveau. 

4. Stratégies thérapeutiques « centrales » 

Les stratégies thérapeutiques ont pour objectif de développer des traitements afin de 

diminuer les symptômes de la pathologie, appelés « symptom-reducing drugs » et/ou d’agir 

au niveau des mécanismes physiopathologies sous-jacents, appelés « disease-modifying 

drugs ». Le Dr. J. Cummings a récemment illustré l’ensemble des agents actuellement en essais 

cliniques et leur action sur différentes cibles d’intérêt pour traiter la MA [Figure 38]. Certains 

de ces candidats-médicaments seront mentionnés dans les parties à venir.  

 

Figure 38 – Agents en essais cliniques pour traiter la maladie d’Alzheimer en 2021 
Schéma adapté de Cummings et al. 2021 présentant l’ensemble des agents en phase 3 (cercle intérieur), phase 2 
(cercle intermédiaire) et phase 1 (cercle extérieur) afin de traiter la maladie d’Alzheimer.  
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a. Pathologie amyloïde 

i. Métabolisme de l’APP 

Les complexes protéiques de la β- et γ- sécrétases étant impliqués dans la génération de l’Aβ, 

de nombreux inhibiteurs de ces enzymes ont été développés (J. Zhao et al., 2020). Cependant, 

de par leurs nombreux substrats essentiels pour un bon fonctionnement cérébral, aucun 

composé n’a été validé lors des essais cliniques. Une alternative a été le développement non 

pas d’inhibiteurs mais de modulateurs, notamment de la γ-sécrétase appelés GSM (γ-

secretase modulator). Ces GSM n’affectent pas les fonctions protéolytiques de l’enzyme, mais 

déplacent son site de clivage sur l’APP en favorisant la production de peptides Aβ37 et Aβ38 qui 

sont non-toxiques, au détriment des peptides Aβ42. Un nouveau GSM a récemment été 

développé qui présente des effets prometteurs : un traitement chronique de trois mois, 

démarrant avant ou après l'apparition des plaques amyloïdes dans les modèle murins 

transgéniques J20 et Tg2576 de la MA, est en capacité de diminuer le taux d’Aβ42 par 

comparaison à des souris contrôles (Rynearson et al., 2021). 

Par ailleurs, la Meprin-β étant capable de produire des peptides Aβ42, son 

inhibition/modulation pourrait présenter un intérêt thérapeutique. Cependant, cette enzyme 

étant également impliquée dans l’activation de l’ADAM10, son inhibition entraînerait une 

diminution du clivage non-amyloïdogène de l’APP (Jefferson et al., 2013). 

L’α-sécrétase constitue également une cible thérapeutique afin de favoriser le clivage de l’APP 

selon la voie non-amyloïdogène et prévenir la production de peptides amyloïdes. Les 

rétinoïdes, provenant du métabolisme de la vitamine A, naturels tels que l’acide rétinoïque 

ou synthétiques tels que l’acitrétine sont en capacité d’augmenter l’expression de l’ADAM10 

stimulant ainsi la voie non-amyloïdogène (Tippmann et al., 2009). De même, des composés tels 

que la resvératrol permettant l’expression de la Sirtuine 1, ou une implémentation en 

mélatonine modulent positivement l’ADAM10 (Peron et al., 2018). D’autres composés naturels 

ou synthétiques permettant la modulation de l’ADAM10 font l’objet d’essais cliniques : le 

Sunphenon®, un polyphénol synthétique (NCT00951834) et la Bryostatin-1 (NCT04538066) 

(Manzine et al., 2019). 
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ii. Anti-agrégants 

Les oligomères amyloïdes étant plus toxiques que les plaques amyloïdes, des composés 

naturels ou synthétiques empêchant l’agrégation des monomères ou neutralisant les 

oligomères ont été développés mais n’ont pas montré une efficacité significative en essai 

clinique (Giorgetti et al., 2018) :  

- Les tétracyclines synthétiques, utilisées en premier lieu comme antibiotiques, telles 

que la doxycycline et la minocycline (Balducci & Forloni, 2019; Familian et al., 2006; Howard 

et al., 2020). 

- Les composés naturels tels que les polyphénols avec la curcumine, le resvératrol et la 

quercétine (Colizzi, 2019; Porat et al., 2006), ou encore l’homotaurine (ou tramiprosate) 

extraite des algues (Aisen et al., 2011; Gervais et al., 2007) . 

- Les peptides synthétiques appelés « casseurs de feuillet-β » et possédant une 

séquence similaire aux peptides Aβ (W. Liu et al., 2017). Un essai clinique de phase I 

(NCT04711486) évalue actuellement, chez des patients atteints de MCI lié à la MA, la 

sécurité du PRI002 (PRIAVOID), un peptide de 12 acides aminés qui en le liant à l'Aβ42, 

stabilise la forme monomérique et empêche la formation d'oligomères. 

L'administration par voie orale a des sujets sains a montré son innocuité (Kutzsche et 

al., 2020). 

iii. Immunothérapie 

D’autres recherches se sont concentrées sur la clairance des peptides amyloïdes par des 

techniques d’immunisation active ou passive correspondant respectivement à l’injection d’un 

fragment ou à la séquence entière d'un peptide Aβ dont la capacité pathogénique est éliminée 

ou atténuée, et à l’injection d’anticorps dirigés contre l’Aβ (Cacabelos, 2019; Mantile & Prisco, 

2020). 

Le vaccin AN1792, correspondant à une immunisation active avec un peptide Aβ42 pré-agrégé 

synthétique associé à l’adjuvent QS21, a été arrêté en essai clinique de phase II en raison du 

développement d’une méningo-encéphalite par 6% des patients (Holmes et al., 2008). 

Cependant, malgré cet effet secondaire majeur, le suivi post-mortem d’une vingtaine de 

participants, 14 ans après l’immunisation, a permis de mettre en évidence une élimination 

quasi-totale des plaques amyloïdes, ainsi qu’une corrélation négative significative entre le 

taux d’anticorps plasmatique anti-AN1792 et le taux de plaques amyloïdes (Nicoll et al., 2019). 
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Cette analyse permet de montrer l’effet bénéfique persistant d’une immunisation active et 

encourage le développement de vaccins de seconde génération actuellement en essais 

cliniques.  

En parallèle, des immunisations passives ont été développées qui permettent de contourner 

les problèmes de variabilité interindividuelle quant à la réponse immunitaire engendrée. 

Actuellement, quatre anticorps sont évalués dans des essais cliniques de phase 3 : 

l'aducanumab, le lecneumab (BAN2401), le gantenerumab, et le solanezumab [Figure 38]. Les 

effets de l’aducanumab (Biogen) ont fait l’objet de nombreuses controverses : les deux essais 

cliniques de phase III ENGAGE (NCT02477800) et EMERGE (NCT02484547) menés par Biogen 

ont été arrêtés prématurément par manque de preuve d’efficacité. Une analyse a posteriori 

a montré une réduction de 23% du déclin cognitif a pu être mis en évidence chez les patients 

traités précocement dans l’essai EMERGE qui n'a pas été validée dans l’essai ENGAGE. Après 

une reprise des essais avec une augmentation du dosage, la FDA a délivré une autorisation 

accélérée de mise sur le marché Américain sous le nom Adulhem le 7 Juin 2021. Cette 

autorisation se base sur la nette diminution de la charge amyloïde dans le cerveau des patients 

mesurée en imagerie qui serait prédictive d'une efficacité thérapeutique. Néanmoins, un essai 

post-approbation a été demandé à Biogen pour valider le bénéfice clinique pour les patients 

atteints de MA. Le coût de ce traitement et l'existence de possibles effets indésirables 

nécessitant une surveillance médicale laissent présager une utilisation compliquée de ce 

médicament. 

b. Pathologie Tau 

De manière similaire à la pathologie amyloïde, de nombreuses stratégies thérapeutiques 

contre la pathologie Tau ont été développées (Jadhav et al., 2019). 

i. Inhibition de l’hyperphosphorylation Tau 

La kinase GSK-3β et la phosphatase PP2A sont les deux enzymes clés impliquées dans l’état de 

phosphorylation de Tau. Un inhibiteur de la GSK-3β, le Tideglusib, a donc été développé mais 

n’a pas prouvé son efficacité thérapeutique (Ser et al., 2013). Les OGA régulant positivement la 

phosphorylation de Tau, des inhibiteurs de ces enzymes, l’ASN120290 et le LY3372689, sont 

en cours d’évaluation (Kielbasa et al., 2020; Ryan et al., 2018).  
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ii. Anti-agrégants 

L’anti-agrégant de Tau le plus connu est le bleu de méthylène, également connu sous le nom 

de chloride de methylthionine, ou CMT, et fut l’objet d’essais cliniques qui n’ont pas donné de 

résultats probants. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le CMT inhibe la formation des 

fibrilles de Tau, augmentant ainsi la quantité d’oligomères qui sont neurotoxiques (Soeda et 

al., 2019). Une seconde génération d’anti-agrégant a ainsi vu le jour, l’hydromethylthionine, 

mais les effets bénéfiques n’ont à nouveau pas été prouvés (Hashweh et al., 2020). Le TRx0237 

(LMTX) une nouvelle formulation du CMT est toujours disponible en essai de phase 3, en 

extension pour les patients ayants participé aux essais précédents. 

iii. Immunothérapie 

L’immunothérapie reste à ce jour la stratégie thérapeutique contre la pathologie Tau la plus 

avancée et prometteuse.  En effet, les vaccins AADvac-1 (Novak et al., 2021) et AIC-35 

(NCT04445831) sont actuellement en essais cliniques de phase II. Plusieurs anticorps ont ainsi 

été développés et menés jusqu’en phase II tel que le Gosuranemab (NCT03352557), le JNJ-

63733657 (NCT04619420), le Tilavonemab (NCT03712787), le Semorinemab (NCT03828747) 

et le Zagotenemab (NCT03518073). Cependant, Biogen, menant l’essai clinique TANGO sur le 

Gosuranemab a récemment annoncé que le traitement ne présente aucune efficacité. 

iv. Reduction de Tau 

Une autre approche thérapeutique repose sur l’utilisation d’oligonucléotide antisens, ou OAS. 

Ces deniers correspondent à de courtes séquences nucléotidiques pouvant induire la 

dégradation de l’ARNm du gène d’intérêt, ou augmenter ou diminuer sa traduction (Bennett 

et al., 2019). Dans le cadre de la MA, des OAS tels que l’IONIS-MAPTRx ont été développés afin 

de réduire le taux de la protéine Tau (Mignon et al., 2018).  

c. Anti-oxydants et chélateurs de métaux 

Pour lutter contre le stress oxydant, de nombreux antioxydants naturels ont été étudiés tels 

qu’une supplémentation en vitamine B, C, E ou en sélénium (Fillenbaum et al., 2005; Kryscio et 

al., 2017; D.-M. Zhang et al., 2016). De même, la caféine a longtemps été l’objet de nombreuses 

questions concernant son potentiel effet bénéfique pour la MA. En effet, elle présente des 

effets anti-oxydants et est également un antagoniste non-sélectif des récepteurs A2A 
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microgliales (Ikram et al., 2020). Un essai clinique de phase 3 va prochainement évaluer 

l'efficacité de la caféine sur la cognition dans la MA (NCT04570085). 

La dérégulation de l’homéostasie métallique observé chez les patients atteints de la MA a 

inspiré le développement de chélateurs de métaux tels que le PTB2 qui a démontré des effets 

prometteurs en essai clinique de phase II et dont l’efficacité va être étudiée à plus large échelle 

(Faux et al., 2010; Lannfelt et al., 2008). 

d. Neuroinflammation 

Les anti-inflammatoires stéroïdiens (AIS) et non-stéroïdiens (AINS) ont été évalués pour leur 

potentiel thérapeutique à réduire une neuroinflammation chronique mais n’ont montré 

aucune efficacité clinique (Aisen et al., 2000; Ali et al., 2019). Parmi les AINS, le Diclofénac semble 

tout de même exercer des effets encourageants (Stuve et al., 2020). Par ailleurs, les AIS tels que 

la prednisone, un glucocorticoïde de synthèse, ont aggravé le déclin cognitif des patients, 

suggérant ainsi le développement de modulateurs des récepteurs aux glucocorticoïdes 

comme nouvelle piste thérapeutique (Canet, Chevallier, et al., 2018). 

e. Neurotransmission 

Neurotransmission cholinergique 

Le système cholinergique étant le principal système de neurotransmission altéré dans la MA, 

cela a conduit à privilégier le développement de composés permettant de restaurer le taux 

d’ACh cérébral : les inhibiteurs de l’acétylcholinestérase (AChE - enzyme responsable de la 

dégradation de l’ACh).  L’AChE possède deux sites de liaisons qui permettent d’inhiber son 

activité d’hydrolyse : le site catalytique, ou CAS (catalytic active site) et le site actif 

périphérique, ou PAS (peripheral active site). Parmi les inhibiteurs de l’AChE actuellement sur 

le marché, la rivastigmine se lie au CAS, et le donépézil et la galantamine aux deux sites (Bar-

On et al., 2002; Pilger et al., 2001; Takahashi et al., 2019). La fixation de ces composés au PAS 

apporte également un effet bénéfique en raison de son implication dans la formation des 

fibrilles d’Aβ (Inestrosa et al., 1996). Ce rôle est confirmé par le fait que la butyrycholinestérase 

(BChE), permettant également l’hydrolyse de l’ACh et ne possédant pas ce PAS, n’affecte pas 

la formation d’amyloïde. Par ailleurs, des inhibiteurs de BChE, ce qui est également le cas de 

la rivastigmine, ont démontré avoir des effets bénéfiques dans des modèles précliniques 

murins de la MA (Greig et al., 2005; Weinstock, 2012). 
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Neurotransmission glutamatergique 

L’excitotoxicité majeure due à l’accumulation de glutamate dans l'espace synaptique ont 

mené au développement d’antagonistes des récepteurs NMDA. C’est le cas de la mémantine, 

actuellement sur le marché. Récemment, un nouvel antagoniste des récepteurs NMDA, le RL-

208, a montré des effets bénéfiques pour ralentir le déclin cognitif dans un modèle murin de 

senescence (Companys-Alemany et al., 2020). Les agonistes des récepteurs AMPA tel que le 

LY451395 n’ont pas montré d’efficacité thérapeutique (Chappell et al., 2007).  

Neurotransmission sérotoninergique 

Enfin, en ce qui concerne le système sérotoninergique, les inhibiteurs de la recapture de la 

sérotonine, ou IRS, et la modulation de l’activité des récepteurs 5-HT sont étudiés. 

En ce qui concerne les IRS, l’Escitalopram, actuellement sur le marché pour traiter la 

dépression et l’anxiété, a permis de réduire significativement le taux d’Aβ42 présent dans le 

LCS de patients cognitivement normaux versus placebo lors d’un récent essai clinique (Sheline 

et al., 2020). Son intérêt thérapeutique dans le cadre de la MA sera prochainement étudié. 

Les modèles précliniques ont permis de mettre en évidence les effets bénéfiques de ligands 

des récepteurs 5-HT1A, 5-HT4 et 5-HT6 (Ramirez et al., 2014). 

- L’activation du récepteur 5-HT1A, couplé à une protéine Gαi, entraîne une diminution 

de l’activité neuronale. Cependant son blocage par des antagonistes, tels que le 

lecozotan, a échoué en essai clinique de phase II en raison de l'observation de 

nombreux effets secondaires   (Sabbagh, 2009; Schechter et al., 2005). 

- Les agonistes du récepteur 5-HT4 entraînent une augmentation de la libération d’ACh 

et une diminution du taux d’Aβ dans différent modèles précliniques de la MA (Giannoni 

et al., 2013; Tesseur et al., 2013). Cet effet sur l'accumulation d'Aβ semble provenir de 

l’interaction du 5-HT4 avec l’ADAM10, promouvant de manière constitutive le clivage 

de l’APP selon la voie non-amyloïdogène (Cochet et al., 2013a). Le développement 

clinique du PRX-03140, un agoniste hautement sélectif du 5-HT4, et ne ciblant pas les 

canaux potassiques hERG (Ether-a-go-go-related gene) cardiaques contrairement aux 

agonistes de première génération, présente des effets bénéfiques dans des modèles 

précliniques, s'est arrêté suite à un essai clinique de phase II (NCT00672945) pour 

raisons inconnues. 
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- Enfin, les antagonistes du récepteur 5-HT6 offrent de nouvelles perspectives 

thérapeutiques. Ces récepteurs interagissent avec le complexe mTOR (mammalian 

target of rapamycin) dont l’activité semble augmentée dans la MA, et dont le blocage 

direct par la Rapamycine ou indirect par des antagonistes du récepteur 5-HT6 entraîne 

une augmentation des capacités cognitives (Meffre et al., 2012). Par ailleurs, le blocage 

de ces récepteurs semble corriger les altérations des mécanismes de l'autophagie 

observées dans le cerveau des patients atteints de la MA (Oddo, 2012). Au niveau 

clinique, l’Idalopirdine, l’Intepirdine et le Latrepirdine ont échoué en phase III, mais un 

nouvel antagoniste, la Masupirdine est en cours d’évaluation en phase II 

(NCT02580305). 

f. Thérapie multimodale 

La physiopathologie de la maladie d’Alzheimer étant multifactorielle, une nouvelle approche 

repose sur une traitement thérapeutique multimodal permettant d’agir sur différentes cibles 

d’intérêt. Pour ce faire, différentes techniques sont possibles [Figure 39]. 

La polychimiothérapie ou MMT (multiple-medication therapy) correspond à la prescription de 

plusieurs médicaments. La MMT a fait l’objet de nombreux essais cliniques, notamment en 

combinant la prise de rivastigmine avec la mémantine, mais n’a apportée aucune efficacité 

supplémentaire à l'utilisation de traitements individuels (Choi et al., 2011; Farlow et al., 2010; 

Weiner et al., 2011). L’inconvénient de cette approche est la possible interaction entre les 

composés, et la compliance du patient sur le long terme. 

Une seconde technique, appelée MCM (multiple-compound medication), repose sur 

l’utilisation de plusieurs composés combinés dans une forme galénique unique, tels que le 

Namzaric®, une combinaison de la mémantine et du donépézil correspondant à une co-

administration des deux composés (Deardorff & GT, 2016). Cette approche permet d’éviter les 

défauts de compliance, mais une interaction entre les deux composés est toujours possible.  

Enfin, les ligands multi-cibles, ou MTDL (multi-target-directed ligand), permettent 

d’incorporer en une seule molécule plusieurs cibles. Cette approche a l’avantage d’amoindrir 

les effets secondaires, d’avoir un meilleur profil pharmacocinétique et d'augmenter l’effet 

synergique. De telles molécules ont montré de nombreux effets prometteurs dans des 

modèles précliniques de la MA. Le RPEL, ayant une activité inhibitrice de l’AChE et modulant 

le métabolisme de l’APP, a été en capacité de diminuer la pathologie amyloïde et Tau, et de 
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prévenir le déclin cognitif dans le modèle murin Tau-Thy22 et le modèle amyloïde APP/PS1 de 

la MA (Sergeant et al., 2019). De même, le donécopride, inhibiteur de l’AChE et agoniste du 

récepteur 5-HT4, a permis de prévenir le déclin cognitif dans le modèle murin 5XFAD C57BL/6 

et dans un modèle aigu d’injection intrahippocampiques d’oligomères d’Aβ1-42 chez des souris 

saines C57BL/6, et de réduire l’agrégation amyloïde et l’hyperphosphorylation de Tau in vitro 

(Rochais et al., 2020). Des MTDL engageant trois cibles (inhibiteur de l’AChE, agoniste du 

récepteur 5-HT4 et antagoniste du récepteur 5-HT6) sont également en cours de 

développement et d’évaluation en modèles précliniques (Hatat et al., 2019a). 

 

Figure 39 – Les différentes approches d’une thérapie multimodale 
Représentation schématique des approches de polychimiothérapie, médicament à composés multiples et ligand 

multi-cible. 

g. Le passage de la barrière hémato-encéphalique 

Le développement de nouveaux composés pour le traitement de la MA doit faire face à une 

problématique majeure : le passage de la barrière hémato-encéphalique (BHE) afin 

d’atteindre les cibles d’intérêts. Les traitements actuellement sur le marché sont en capacité 

de passer la BHE via des transporteurs organiques de cations, notamment le transporteur de 

la choline pour les inhibiteurs de l’acétylcholinestérase, et le transporteur de la carnitine pour 

la mémantine, un antagoniste partiel des récepteurs NMDA (Kim et al., 2010; N. Y. Lee & Kang, 

2010; Mehta et al., 2013).  

Cependant, le passage d’anticorps en immunothérapie pose un problème majeur qui fut 

intensivement étudié par le Pr. WM. Pardridge. Les essais cliniques mesurant le taux 

d’anticorps dans le liquide cérébrospinal (LCS) ne reflètent pas le taux de molécules ayant 

passé la BHE. Il a été démontré de manière générale que le ratio plasma/LCS d’IgG est 
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d’environ 0,2%, et le ratio plasma/cerveau est inférieur à 0,01% (Pardridge, 2020; Reiber, 2003). 

Cette différence est dûe à la perméabilité de la BHE qui est plus importante au niveau des 

plexus choroïdes, structures impliquées dans la production du LCS. Le taux réel d’anticorps 

pouvant agir sur leurs cibles est donc nettement moins important. 

Une technique biologique semblable à un cheval de Troie, correspondant au développement 

d’anticorps bispécifiques, permet un meilleur passage des anticorps au travers de la BHE : un 

anticorps monoclonal dirigé contre des récepteurs présents sur la BHE tels que le récepteur à 

la transferrine (TfR), appelé TfRMAb, ou le récepteur humain à l’insuline (IR), appelé HIRMAb, 

est combiné à l’anticorps d’intérêt, permettant ainsi son passage via la BHE après endocytose 

du complexe récepteur/anticorps bispécifique (Boado et al., 2009). Cette technologie est 

actuellement en cours d’essai clinique (NCT04639050) afin de faciliter le passage du 

gantenerumab, un anticorps dirigé contre les peptides amyloïdes. 

Des nanoparticules ont également été étudiées afin de faciliter le passage de composés 

thérapeutiques : elles peuvent être d’origine naturelle ou synthétique, et peuvent passer la 

BHE via des récepteurs/transporteurs membranaires, par diffusion ou par adsorption (Saraiva 

et al., 2016). La piste de nanoémulsions combinée à des hydrogels mucoadhésifs permettant 

une administration par voie intranasale où le passage vers le cerveau est facilité (Crowe et al., 

2018)  est également une piste prometteuse (Yang et al., 2013). 

La BHE des personnes atteintes de la MA étant altérée, cela peut laisser penser qu’une 

augmentation du passage des composés thérapeutiques est possible en comparaison à des 

personnes saines. Cependant, cette altération pathologique peut diminuer le taux des 

composés atteignant le cerveau en raison de la dégénérescence des cellules endothéliales, de 

la diminution de l’expression des protéines de transports et de l’accumulation de débris au 

niveau périvasculaire (Sweeney et al., 2018).  

La recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques pouvant contourner les problèmes liés 

au passage de la BHE présente donc des avantages.   
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5. Stratégies thérapeutiques « périphériques » 

La MA étant considérée comme une pathologie cérébrale, les efforts de développement 

thérapeutiques se sont concentrés sur le SNC. Cependant, la découverte de l’axe microbiote 

intestinal–cerveau et de son implication dans l’homéostasie cérébrale et dans différents 

désordres cérébraux incite les chercheurs à étudier d’avantage le microbiote intestinal dans 

le contexte de la MA. Cela permet d’approfondir nos connaissances et d’obtenir une meilleure 

compréhension des mécanismes impliqués dans le développement et la progression de la 

pathologie, et ainsi d’ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques. 

a. Microbiote intestinal et maladie d’Alzheimer chez le rongeur 

i. Preuves de concept 

Les modèles précliniques de la MA présentent une dysbiose du microbiote intestinal. Une 

absence de microbiote intestinal (souris axéniques) ou une modulation de sa composition a 

permis de mettre en évidence son implication dans la physiopathologie de la MA. En effet, un 

traitement antibiotique est en capacité de diminuer la pathologie amyloïde et la 

neuroinflammation dans trois modèles murins d’amyloïdose (APP/PS1 C57BL/6-C3H, 

APP/PS1-21 C57BL/6Cj et 5XFAD C57BL/6J) (Dodiya et al., 2019; Guilherme et al., 2021; Minter et 

al., 2017) [Figure 40]. 

 

 

Figure 40 - Diminution de la pathologie amyloïde après traitement antibiotique dans trois modèles murins   
Un traitement antibiotique diminue la pathologie amyloïde dans les modèles murins APP/PS1-21, APP/PS1 et 

5XFAD. Analyses en microscopie des plaques amyloïdes (marquages 3D6 ou 6E10) et leurs quantifications dans 

différentes régions cérébrales (cortex, hippocampe, gyrus denté). D’après Dodiya et al. 2019; Guilherme et al. 

2021; Minter et al. 2017. ABX = antibiotique.  
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Il est intéressant de noter que ces traitements antibiotiques ne semblent effectifs que chez 

les mâles. En effet, dans le même paradigme, aucune amélioration n’est observée chez les 

femelles APP-PS1 (Dodiya et al., 2019). Par ailleurs, chez des souris axéniques APP/PS1 une 

réduction drastique des dépôts amyloïdes est observée. La recolonisation de ces animaux 

axéniques avec du microbiote intestinal de souris conventionnelles conduit à une 

augmentation de la pathologie amyloïde cérébrale, cette augmentation étant encore plus 

importante si le microbiote administré provient de souris APP/PS1 élevées en environnement 

conventionnel (Harach et al., 2017) [Figure 41]. 

 

Figure 41 – Modulation de la pathologie amyloïde chez des souris après transplantation de microbiote fécal 
La colonisation avec du microbiote fécal provenant de souris modèle APP/PS1 aggrave la pathologie amyloïde 

chez des souris modèle APP/PS1 axénique en comparaison à du microbiote de souris saines. Quantification par 

ELISA des taux d’Aβ40 et Aβ42 solubles cérébraux. D’après Harach et al. 2017. 

 

L’administration de probiotiques a également permis une amélioration de la pathologie dans 

des modèles précliniques de MA. L'administration de Bifidobacterium breve quotidiennement 

durant 11 jours prévient les déficits cognitifs et diminue l’expression de gènes impliqués dans 

l’inflammation au niveau hippocampique dans un modèle d’injection d'oligomères d'Aβ chez 

la souris (Kobayashi et al., 2017) . Un cocktail de probiotiques contenant les espèces 

Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum et Bifidobacterium longum permet de 

prévenir les déficits cognitifs, restaure les défauts de plasticité synaptique et diminue le stress 

oxydant dans un modèle d’injection d'Aβ chez la souris (Rezaei Asl et al., 2019). L’administration 

de l'espèce Bifidobacterium longum 6 fois par semaine durant 8 semaines diminue le taux de 

LPS fécal et sanguin, diminue la perméabilité intestinale au niveau du colon et réduit les 

dépôts hippocampiques d'Aβ dans le modèle de souris 5XFAD C57BL/6SJL (H.-J. Lee et al., 2019). 

Enfin, la transplantation de microbiote fécal provenant de souris saines est en capacité de 

ralentir la progression de la pathologie dans différents modèles. Dans le modèle de souris 

APP/PS1 âgées de 6 mois une amélioration des performances cognitives, une réduction des 
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plaques amyloïdes, de la phosphorylation de Tau, du taux d’Aβ40 et Aβ42, et une augmentation 

de la plasticité synaptique est observée après administration de microbiote fécal de souris 

naïves de même âge (Sun et al., 2019). Dans le modèle de souris 5XFAD, les chercheurs 

observent une amélioration de la mémoire et une diminution des dépôts Aβ après 

transplantation de microbiote intestinal de souris saines (Holsinger & Elangovan, 2020).  

De même, dans un modèle murin récemment développé appelé ADLPAPT C57BL/6SJL (D. K. Kim 

et al., 2018) et présentant une pathologie amyloïde et Tau, ainsi qu’une perte de l’intégrité de 

la barrière intestinale associée à une inflammation chronique, une transplantation de 

microbiote sain a permis de réduire la neuroinflammation, la formation des plaques amyloïdes 

et des enchevêtrements neurofibrillaires, et d’améliorer les performances cognitives. Par 

ailleurs, les altérations de l’expression de gènes liés à l’activité des macrophages intestinaux 

ont été corrigées (Kim et al., 2020). 

Une étude très récente de l'équipe du Dr. JF. Cryan montre que le transfert chronique de 

microbiote intestinal de souris de 3-4 mois d'âge protège contre l'apparition de certains 

déficits comportementaux chez les souris âgées de 19-20 mois. Cette transplantation fécale 

corrige certaines altérations immunitaires centrales et périphériques liées à l'âge et 

notamment normalise les taux de cellules dendritiques ou d'IL-10 circulante et l'inflammation 

microgliale (Boehme et al., 2021). 

ii. Humanisation 

Nous avons vu dans les chapitres précédents que le transfert de microbiote humain 

pathologique à des souris saines permettait d'induire des modifications biochimiques et de 

conférer des comportements synonymes d'un état pathologique chez les animaux. C'est ainsi 

le cas pour les désordres métaboliques, diabète, obésité ou maladie alcoolique du foie (Llopis 

et al., 2016; Ridaura et al., 2014), mais également pour les maladies neurologiques telles que la 

schizophrénie et la maladie de Parkinson (Sampson et al., 2016; Zhu et al., 2020). De telles études 

d'humanisation de modèles murins n'ont pas encore été réalisées pour la MA. 
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b. Microbiote intestinal et maladie d’Alzheimer en clinique humaine 

i. Caractérisation bactérienne 

A ce jour, huit études ont caractérisé le microbiote bactérien fécal de patients atteints de la 

MA (Cattaneo et al., 2017; Guo et al., 2021; Haran et al., 2019; B. Li et al., 2019; Ling, Zhu, Yan, et al., 

2020; P. Liu et al., 2019; Vogt et al., 2017; Z.-Q. Zhuang et al., 2018) et d’autres essais cliniques sont 

actuellement en cours (NCT03487380, NCT03827733, NCT04081285, NCT04100889, 

NCT04606420, NCT04841135) pour étendre la caractérisation du microbiote intestinal. Les 

altérations observées sont résumées dans le tableau 9. 

Brièvement, les principaux phyla bactériens Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria et 

Proteobacteria sont modulés. Au niveau des familles, il y a une augmentation des 

Enterococcaceae et une diminution des Clostridiaceae et Lachnospiraceae, avec également 

une modulation des Bacteroidaceae, Bifidobacteriaceae et Ruminoccocaceae. Au niveau des 

genres bactériens, Akkermansia et Diaslister se trouvent respectivement augmentés et 

diminués. Alistipes, Bacteroides, Barnesiella, Bifidobacterium, Blautia et Prevotella se 

retrouvent également modulés d’après plusieurs études. Il est intéressant de noter l’altération 

de l’espèce Bacteroidetes-fragilis, connue pour moduler le système immunitaire via le LPS et 

le PSA (polysaccharide A) qui le compose, ainsi que l’augmentation du genre Akkermansia 

dont l’abondance varie dans d’autres pathologies cérébrales. 

Il faut cependant préciser que les analyses de la composition du microbiote dans les études 

du Dr. A. Catteneo et JP. Haran ont été réalisées par métagénomique globale, dit séquençage 

« shotgun », et les autres études citées par métagénomique ciblée des régions V3-V4 du gène 

de l’ARN16S. Cette dernière méthode ne permet de séquencer qu’une partie du microbiote 

intestinal. En effet, le séquençage "shotgun" est plus performant dans l'identification d'OTU 

qui sont peu abondants et permet une classification au niveau de la souche (Durazzi et al., 

2021). Cette technique permet aussi d'avoir accès à l'ensemble des gènes bactériens et de 

spécifier leur fonction, mais également de ne pas se limiter au séquençage des populations 

bactériennes. 

 



123 
 

 

Tableau 9 - Altérations bactériennes du microbiote intestinal dans la maladie d’Alzheimer 
Ce tableau résume les augmentations (en rouge) et diminutions en (vert) bactériennes intestinales retrouvées 

chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer par comparaison à des sujets contrôles. 

Certaines études décrivent des abondances bactériennes contradictoires (soulignées) ou similaires (en gras).  

 

 

Ces études démontrent la présence d’une dysbiose intestinale bactérienne chez les patients 

atteints de la MA. Ces altérations, qui ne sont pas toujours en accord selon les études, 

permettent d'attirer l'attention sur certaines bactéries dont l’abondance se retrouve modulée 

dans la MA et dans au moins une autre pathologie neurologique précédemment décrite 

(Chapitre II.3) : les familles bactériennes Bacteroidaceae, Clostridiaceae, Lachnospiraceae, 

Lactobacillacea, Ruminococcaceae et Verrucomicrobiaceae ; les genres bactériens 

Akkermansia, Bacteroides, Bifidobacteria, Bilophila, Blautia, Clostridium, Coprococcus, Dorea, 

Faecalibacterium, Lactobacillus, Prevotella, Roseburia, Ruminococcus et Streptococcus, ainsi 

que l’espèce bactérienne Faecalibacterium prausnitzii [Figure 42]. 
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Figure 42 – Classification phylogénétique des bactéries modulées dans plusieurs maladies neurologiques  
Représentation schématique de la classification phylogénétique des bactéries modulées dans la maladie 

d’Alzheimer ainsi que dans une autre pathologie neurologique (maladie de Parkinson, Sclérose en plaques et/ou 
maladie de Huntington).  

(en gras et souligné) : bactéries modulées de manière similaire dans la maladie d’Alzheimer et Parkinson  
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Il est intéressant de noter qu’il y a des modulations similaires entre la MA et la maladie de 

Parkinson [Figure 42 – bactéries en gras et soulignées] : 

- Une diminution des genres Coprococcus, Roseburia et Ruminococcus, qui possèdent 

des effets bénéfiques pour la santé par la production d’AGCC, notamment de butyrate 

(Järbrink-Sehgal & Andreasson, 2020; Reau & G, 2018; Tamanai-Shacoori et al., 2017). 

- Une augmentation du genre Akkermansia, qui permet de diminuer la perméabilité 

intestinale en activant les cellules productrices de mucus (Lugt et al., 2019). Son 

augmentation dans ces pathologies pourrait donc être vue comme protectrice. 

- Une diminution de l’espèce Faecalibacterium prausnitzii, qui est la seule espèce 

connue à ce jour de la famille des Faecalibacterium. Elle est notamment associée aux 

maladies inflammatoires chroniques de l’intestin où elle se retrouve diminuée, et 

possède un rôle anti-inflammatoire via la production de butyrate (Lenoir et al., 2020; 

Sokol et al., 2008). 

 

L’émergence des hypothèses suggérant que le développement de la MA et MP démarrerait 

dans l'intestin, une étude plus approfondie de ces populations bactériennes pourrait apporter 

de nouvelles connaissances sur les formes sporadiques de ces pathologies. En effet, H. Braak 

suggère que la MP s’initie au niveau du SNE suite à l’entrée de pathogènes via la cavité nasale, 

pour enfin s’étendre dans le SNC via le nerf vague (Rietdijk et al., 2017). Par ailleurs, il a été 

montré une expression aberrante de l’α-synucléine au niveau du tractus gastro-intestinal chez 

les patients atteints de la MP (F. Yan et al., 2018). De même, une neuropathologie intestinale 

est observée dans la MA.  

 

Bien que les bactéries soient prépondérantes dans la composition du microbiote intestinal, des 

études se sont également intéressées aux champignons, représentant environ 0,1% du 

microbiote intestinal et référencés sous le terme de mycobiote, dans le cadre de la MA. Deux 

études récentes démontrent qu’il existe également une dysbiose intestinale mycobienne chez 

des patients atteints de la MA ou ayant des altérations cognitives modérées (Ling, Zhu, Liu, et al., 

2020; Nagpal et al., 2020). 
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ii. Associations avec la sévérité de la pathologie 

L’abondance de certaines populations bactériennes est corrélée avec la sévérité de la 

pathologie, notamment avec le score du MMSE, supportant l’implication du microbiote 

intestinal dans le développement de la MA. 

- Vogt et al. montrent que les genres bactériens augmentés chez les patients sont corrélés 

à une diminution de l’Aβ42 et à une augmentation de la quantité de protéines Tau 

hyperphosphorylées dans le LCS (Vogt et al., 2017). 

- Cattaneo et al. montrent une corrélation positive entre les taux de cytokines pro-

inflammatoires NLRP3, CXCL2 et IL-1β et les genres Escherichia et Shigella, et une 

corrélation négative entre ces mêmes cytokines et l’espèce Eubacterium rectale 

(Cattaneo et al., 2017). 

- Liu et al. montrent une corrélation négative pour la famille des Enterobacteriaceae, et 

positive pour les Bacteroidetes et Ruminococceae avec le score MMSE (P. Liu et al., 2019). 

- Li et al. montrent qu’une augmentation des Blautia et Dorea est associée à un faible 

score au MMSE, et augmentation des Faecalibacterium et Butyricicoccus à un haut score. 

Ils observent également une corrélation négative significative entre l’abondance des 

Lactobacillus et le taux de plaques amyloïdes (B. Li et al., 2019). 

- Enfin, Ling et al. montrent qu’Akkermansia montre la plus forte corrélation négative 

avec le score MMSE. De même l’augmentation des bactéries productrices de lactate 

telles les Bifidobacterium et la diminution des productrices de butyrate telles que 

Coprococcus, Butyricicoccus Faecalibacteria, Gemmiger et Roseburia, montrent une 

corrélation positive avec le score MMSE (Ling, Zhu, Yan, et al., 2020). 

iii. Etudes cliniques 

Une récente étude de cas a rapporté les effets bénéfiques d’une modulation de ce microbiote 

intestinal dysbiotique dans la MA (Hazan, 2020) : un patient, sous traitement donépézil et 

mémantine, a reçu une transplantation de microbiote fécal provenant de sa compagne afin de 

traiter des infections récurrentes à Clostridium difficile. Une augmentation graduelle des 

performances cognitives et du score au MMSE ont été observées à partir de deux mois post-

traitement qui se sont maintenues jusqu’à six mois post-traitement.  

Un essai clinique multicentrique chinois a montré qu’une supplémentation en GV-971®, un 

oligomannate de sodium qui a reçu une autorisation de mise sur le marché en Chine en 2019 
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pour le traitement de la MA, induit une amélioration persistante et continue de la cognition chez 

des patients atteints de la MA ((Xiao et al., 2021), NCT02293915). Plusieurs essais sont en cours 

pour valider l'efficacité de ce composé au niveau mondial sur des patients atteints de MCI lié à 

la MA (NCT04520412) et valider l'innocuité d'un dosage plus élevé du composé (NCT03715114). 

Une étude clinique, visant à analyser la faisabilité d’une transplantation de microbiote fécal 

chez des patients, a dû s’arrêter en raison de la détection du SARS-CoV-2 dans les fèces des 

sujets donneurs (NCT03998423). 

c. Le métabolome intestinal 

Le métabolome intestinal, comprenant les métabolites bactériens et ceux produits par les 

enzymes humaines, joue également un rôle dans la maladie d’Alzheimer. En effet, des études 

d’analyse métabolomique ont mis en évidence la présence d’une dysbiose du métabolome 

intestinal chez les patients atteints de la MA. 

Une analyse récente ciblant spécifiquement les métabolites dérivés du tryptophane, les acides 

gras à chaînes courtes et les acides biliaires a montré des altérations de plusieurs métabolites : 

diminution du précurseur de la sérotonine, le 5-hydroxytryptophane, et de la sérotonine et 

augmentation drastique de l’indole-3-pyruvate ;  diminution de l’acétate, du propionate, du 

butyrate, de l’acide formique, du 2-méthylbutyrate, du valérate et de l’acide lithocholique 

cytotoxique (L. Wu et al., 2021). Le taux de sérotonine est également diminué au niveau 

plasmatique (Whiley et al., 2021). D’autres études ont également rapporté des altérations dans 

le métabolome intestinal mais elles ont eu recours à des analyses métabolomiques non-

ciblées ou établi des associations entre les OTU identifiées par analyse métagénomique du 

gène de l’ARN16S et les voies métabolomiques, ce qui diminue la profondeur d’analyse (Ling, 

Zhu, Yan, et al., 2020; Xi et al., 2021).  

i. Les acides gras à chaînes courtes 

Les AGCC (acides gras à chaînes courtes), principaux métabolites bactériens, ont été associés 

à la MA dans plusieurs études ; le butyrate étant celui qui ressort majoritairement. 

Le butyrate est un AGCC d'importance en raison de sa fonction de substrat pour la 

prolifération et la différenciation des colonocytes. Il module également la réponse 

inflammatoire en agissant comme inhibiteur des HDAC diminuant ainsi l’activation de la voie 

NF-κB et la production de cytokines pro-inflammatoires (Place et al., 2005), et  augmente 
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l’expression de cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10 et l’IL-18 via l’activation des 

RCPG FFA2, FFA3 et GPR109a (Priyadarshini et al., 2018). 

Les bactéries productrices de butyrate appartiennent principalement au phylum Firmicutes, à 

la famille Lachnospiraceae et les deux espèces principalement responsables de cette 

production sont Faecalibacterium prausnitizii et Eubacterium rectale, dont l’abondance est 

diminuée chez les patients atteints de la MA, et  est négativement corrélée à la cytokine pro-

inflammatoire IL-6 et à l’inflammasome NLRP3 au niveau sanguin (Marizzoni et al., 2020). Il a 

également été montré que le butyrate inhibe la formation d’agrégats de peptides Aβ40 et Aβ42 

(Ho et al., 2018), et que le butyrate de sodium protège de la toxicité induite par les peptides Aβ 

en agissant sur le récepteur GPR109a in vitro (J. Sun et al., 2020). Par ailleurs, l’administration 

de butyrate dans la nourriture réduit la pathologie amyloïde et améliore les performances de 

mémoire du modèle murin 5XFAD C57BL/6SJL (Fernando et al., 2020).  

ii. Les triméthylamines 

La TMAO, une triméthylamine, provient du métabolisme de la choline en TMA par les 

bactéries, suivie de la conversion de la TMA par les enzymes hépatiques. La TMAO affecte le 

métabolisme du cholestérol en diminuant le transport inverse du cholestérol, un mécanisme 

permettant d’éliminer l’excès de cholestérol des tissus périphérique et de le transporter au 

foie où il sera ensuite excrété de l’organisme (Chistiakov et al., 2015; Janeiro et al., 2018). 

L’altération du métabolisme du cholestérol et le développement de maladies 

cardiovasculaires, associés à un taux élevé de TMAO, sont des facteurs de risques de la 

maladie d’Alzheimer. Par ailleurs, des analyses ont démontré que la TMAO augmente au 

niveau plasmatique avec le vieillissement et que les patients atteints de la MA présentent des 

taux plus élevés dans le LCS (Li et al., 2018; Vogt et al., 2018). L'administration de TMAO dans 

des souris souche induit des déficits de plasticité synaptique et des altérations cognitives 

(Govindarajulu et al., 2020; Li et al., 2018). Une analyse récente de randomisation mendélienne 

bidirectionnelle combinant des méta-analyses génétiques et des méta-analyses du 

métabolome humain ne montre aucune corrélation entre la TMAO, ses précurseurs et la MA 

(Z. Zhuang et al., 2021). 

Étant donné que des inhibiteurs de TMAO diminuent la pathologie amyloïde et la 

neuroinflammation dans le modèle murin APP/PS1 (Gao et al., 2019), et que l’administration 

de méthanogènes (microorganismes produisant du méthane) convertissent la TMA en 
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méthane et diminuent ainsi la production de TMAO (Gaci et al., 2014), des thérapies ciblant ces 

métabolites peuvent également présenter un intérêt thérapeutique. 

iii. Les dérivés du tryptophane 

Les dérivés du tryptophane de la voie de l’indole, en particulier l’indole-3-sulfate, l’indole-3-

aldéhyde et l’acide indole-3-propionique, sont des activateurs du facteur de transcription AhR 

(Hubbard et al., 2015) et sont en capacité de passer la BHE. L’activation d’AhR va inhiber 

l'activation et la translocation nucléaire de NF-κB au niveau astrocytaire et ainsi l’inflammation 

(Rothhammer et al., 2016). De même, il a récemment été montré que l’acide 5-hydroxyindole 

acétique et l’acide kynurénique, en interagissant avec l’AhR vont augmenter l’expression et 

l’activité de la Néprilysine, une métalloprotéinase ayant un rôle clé dans la dégradation et la 

clairance des peptides Aβ dans le cerveau (Maitre et al., 2020). Il a également été montré 

qu’une alimentation riche en tryptophane diminue le taux de peptides amyloïdes dans le 

modèle murin 3xTg et augmente le taux de transporteurs de la sérotonine, suggérant une 

augmentation de la neurotransmission sérotoninergique (Noristani et al., 2012).  Une 

augmentation du tryptophane alimentaire en clinique humaine montre également une 

efficacité à diminuer l’irritabilité et la dépression des patients atteints de la MA (Radulović & 

Minahan, 2004).  

iv. Les acides biliaires 

Le cholestérol est métabolisé par les hépatocytes en acides biliaires tels que l’acide cholique 

et l’acide chénodésoxycholique, qui sont ensuite transformés en acides biliaires secondaires 

tels que l’acide lithocholique, l’acide désoxycholique et l’acide ursodéoxycholique par les 

bactéries intestinales. Ils sont en capacité de passer la BHE et entrer dans les cellules 

neuronales via des transporteurs.  

Une étude récente montre une association entre un faible taux sanguin d’acide cholique et 

d’acide chénodésoxycholique et la présence de dépôts amyloïde et d’une atrophie cérébrale 

en clinique humaine (Varma et al., 2021). Une seconde étude analysant spécifiquement 20 

acides biliaires au niveau plasmatique chez des patients atteints de la MA a montré une 

augmentation significative de l’acide lithocholique, l’acide glycochénodésoxycholique, de 

l’acide glycodéoxycholique et de l’actide glycolithocholique (Marksteiner et al., 2017). Cette 

même étude a permis de mettre en évidence l’augmentation du taux d’acide lithocholique 



130 
 

une dizaine d’année avant le diagnostic de la MA, suggérant qu’il pourrait être considéré 

comme biomarqueur plasmatique de la pathologie. 

L'acide ursodésoxycholique présente des effets bénéfiques pour la MA. En effet, il est en 

capacité d’inhiber le facteur NF-κB dans des cellules microgliales, et améliore les fonctions 

mitochondriales de fibroblastes provenant de patients atteints des formes sporadiques ou 

familiales de la maladie d’Alzheimer (Bell et al., 2018; Joo et al., 2004). D’autres études 

concernant des traitements qui agissent sur les récepteurs des acides biliaires membranaires 

Gpbar1 (ou TGR5) et nucléaires FXR ont permis de mettre en avant l’effet opposé de ces 

récepteurs dans la pathologie de la MA : un agoniste du récepteur Gpbar1 atténue 

significativement les déficits cognitifs et la neuroinflammation dans un modèle murin 

d’injection d’Aβ42  tandis d'un agoniste des récepteurs FXR aggrave l’apoptose de cellules 

neuronales traitées avec des peptides Aβ42 (Q. Chen et al., 2019; X. Wu et al., 2018). 

v. Les vitamines 

Les vitamines, de manière générale, présentent des effets bénéfiques pour la MA (Mielech et 

al., 2020) :  

- les vitamines B augmentent la méthylation de l’ADN qui est diminué chez les patients 

atteints de la MA, et améliorent leurs performances cognitives 

- les vitamines A et leurs dérivés augmentent l’expression de neurotransmetteurs au 

niveau cérébral via l’interaction avec les récepteurs nucléaires de l’acide rétinoïque, 

et sont en capacité d’augmenter l’expression de l’ADAM10 stimulant ainsi la voie non-

amyloïdogène 

- les vitamines C et E ont des effets antioxydants en diminuant le taux d’espèces 

réactives de l’oxygène, en diminuant les dépôts amyloïdes et en chélatant les ions 

métalliques tels que le fer, le cuivre et le zinc. 

 

L’ensemble non-exhaustif de ces études liant le métabolome intestinal et la maladie 

d’Alzheimer met en avant l’intérêt du développement de stratégies périphériques prenant en 

compte les métabolites intestinaux qui sont pour la plupart en capacité de passer la BHE et 

d'agir directement sur la pathologie au niveau cérébral. 
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d. La neuropathologie périphérique 

i. Chez le rongeur 

Dans les modèles précliniques amyloïdes, différentes études montrent la présence d’une 

neuropathologie intestinale. 

- Dans le modèle murin APP/PS1 C57BL/6 des études ont rapporté une augmentation 

du taux d’APP et de l’enzyme BACE1 au niveau intestinal, une élévation des niveaux de 

peptides Aβ au niveau neuronal et dans les fèces, et une perte des neurones 

cholinergiques (Han et al., 2017; Puig et al., 2015). Une altération de la composition du 

microbiote précédant la détection des plaques amyloïdes est également observée 

(Chen et al., 2020). 

- Dans le modèle murin TgCRND8 C57BL/6, l’APP est exprimé au niveau intestinal, plus 

fortement qu’au niveau cérébral, avec présence de peptides Aβ et une augmentation 

des niveaux de transcription de la GFAP, TLR4 et Nestin (Semar et al., 2013).  

- Dans le modèle murin 5XFAD C57BL/6J, une diminution de l’activité de l’AChE est 

associée à une diminution du transit intestinal, une augmentation de l’expression de 

la GFAP et une légère modulation de l’expression des gènes BACE1 et MAPT (Stoye et 

al., 2020). 

- Dans la génération F1 du modèle murin Tg2576 C57BL/6J croisé avec des souris 

BALB/C, une altération de la barrière et de l’absorption intestinale, une présence de 

dépôts amyloïdes vasculaire au niveau de l’épithélium intestinal et une augmentation 

des cytokines pro-inflammatoires au niveau plasmatique ont été rapportés 

préalablement à la détection des agrégats amyloïdes cérébraux (Honarpisheh et al., 

2020). 

Enfin, une étude récente montre que l’injection d’oligomères d'Aβ42 au niveau de l’épithélium 

intestinal de souris induit, de manière dépendante du nerf vague, le développement de dépôts 

amyloïdes au niveau cérébral ainsi qu’une altération de la cognition. En effet, quelques heures 

après l’injection, ces oligomères sont internalisés par les neurones cholinergiques 

périphériques, puis à un an post-traitement, ils sont détectés au niveau du nerf vague et dans 

le cerveau et sont associés à des troubles mnésiques (Y. Sun et al., 2020) [Figure 43]. De même, 

l’administration orale d’oligomères d'Aβ42 est en capacité de moduler le composition du 

microbiote intestinal de souris saines (Guilherme et al., 2020). 
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Pour la pathologie Tau, une récente étude n’observe pas de modifications de la 

phosphorylation ni de la localisation de Tau au niveau du SNE dans le modèle murin hTau 

C57Bl/6 J en comparaison à des souris saines (Lionnet et al., 2018). 

 

Figure 43 – Distribution de peptide amyloïde Aβ42 dans l’estomac et l’intestin de souris 
 Diffusion des peptides Aβ42 dans l’estomac puis dans l’ensemble de l’intestin de souris après injection d’Aβ42 

marqué au Fluor HiLyte Fluor 555 (flèches blanches : sites d’injections). Analyses in vivo de la distribution de l’Aβ42 

marqué. 3 heures post-injection, le marquage est présent au niveau de l’estomac et du colon proximal, à 1 

semaine le marquage est présent au niveau du segment intestinal jejunum, puis s’étend ensuite à l’ensemble de 
l’estomac et du jéjunum à 1 mois post-injection. D’après Sun et al. 2020. 

ii. En clinique humaine 

L’analyse post-mortem des intestins de patients atteints de la MA ont permis de montrer qu’il 

existe également une neuropathologie au niveau périphérique. En effet, des études décrivent 

la présence de dépôts amyloïdes au niveau intestinal (Joachim et al., 1989), plus précisément 

au niveau neuronal (Puig et al., 2015), et la présence d’APP dans les neurones et le cellules 

gliales satellites des ganglions dorsaux rachidiens et entériques (Arai et al., 1991). Une analyse 

plus récente montre la présence de dépôts Aβ intestinaux chez des patients atteints de la MA 

en comparaison de sujets contrôles (Honarpisheh et al., 2020) [Figure 44]. 

 

Figure 44 – Présence de dépôts amyloïdes intestinaux chez un patient atteint de la maladie d’Alzheimer  
Détection d’agrégats amyloïdes chez un patient atteint d’une forme sporadique de la maladie d’Alzheimer en 
comparaison à un sujet contrôle. Analyse microscopique de tissus d’épithélium et de muqueuse intestinale : Aβ 

(rouge) et ADN (bleu). Barre d’échelle : 100µm. D’après Honarpisheh et al. 2020. 

 



133 
 

En ce qui concerne la protéine Tau, en 1993, une analyse du Dr. Shankle et al. du plexus 

myentérique d’Auerbach utilisant un anticorps qui reconnait une conformation mal-repliée de 

la protéine Tau n’a montré aucun marquage, suggérant qu’il n’y a pas de pathologie Tau au 

niveau du SNE. Une analyse plus récente montre la présence de structures ressemblant aux 

enchevêtrements neurofibrillaires (Puig et al., 2015), mais des études affirment qu’il y a une 

faible probabilité d’avoir une pathologie Tau au niveau du SNE au vu du peu de patients 

présentant des formes phosphorylées de Tau au niveau du colon (Dugger et al., 2019).  

Des essais cliniques visant à analyser d’avantage le SNE de patients sont en cours 

(NCT03472183, NCT02841605). 

e. D’autres acteurs périphériques 

Le microbiote bactérien est vraisemblablement responsable, en partie, de la physiopathologie 

et de la progression de la MA lors qu’il n’est pas en état d’eubiose. Des études plus 

approfondies concernant ce microbiote et les facteurs qu'il produit ont apporté des 

précisions, outre les populations bactériennes et les métabolites, sur les acteurs microbiens 

impliqués dans la MA. 

i. Les protéines Curli 

Des chercheurs se sont intéressés aux protéines Curli qui sont produites par les bactéries 

intestinales et forment des fibrilles amyloïdes au niveau de leur paroi cellulaire (A. L. Miller et 

al., 2021). Elles sont les constituant majeurs de la matrice extracellulaire des biofilms 

bactériens et permettent l’adhésion entre bactéries. Au niveau structural, elles sont similaires 

aux peptides Aβ et α-synucléines retrouvées respectivement dans la MA et la MP. Deux 

hypothèses proposent un mécanisme par lequel ces biofilms contenant des fibrilles amyloïdes 

peuvent influencer ces pathologies : en engendrant une neuroinflammation via une 

augmentation des cytokines pro-inflammatoires et de l’altération de la barrière intestinale 

étant donné qu’elles peuvent activer les récepteurs TLR et l’inflammasome NLRP3 ; ou en 

engendrant un mécanisme de « seeding » avec les protéines amyloïdes humaines. En effet, 

des rats Fisher 344 âgés, connus pour développer des dépôts d’α-synucléine dans le plexus 

sous-muqueux (R. J. Phillips et al., 2009) et qui ont reçu des bactéries possédant des protéines 

curli, présentent une augmentation de dépôts neuronaux d’α-synucléine dans l'intestin et le 

cerveau (S. G. Chen et al., 2016) [Figure 45]. 
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Figure 45 – Dépôts d’α-synucléine et de inflammation après exposition à des protéines Curli 
L’administration hebdomadaire et durant 2 mois, de bactéries d’Escherchia coli (109 cfu) produisant des protéines 

Curli, augmente les dépôts d’α-synucléine au niveau intestinal et augmente l’inflammation cérébrale de rats 
Fisher 344 âgés. Quantification du taux d’α-synucléine dans l’hippocampe, le striatum et l’estomac, et image en 
microscopie de cellules microgliales (marquage Iba1) dans le néocortex, l’hippocampe et le striatum. Barre 
d’échelle : 20µm. D’après Chen et al. 2016.  

 

ii. Les constituants membranaires des bactéries gram-négatives 

Les endotoxines (ou LPS), constituants majoritaires de la membrane externe des bactéries 

gram négatives, semblent jouer un rôle dans le développement de la MA (Brown, 2019). De 

forte concentrations de LPS sont retrouvées au niveau sanguin et cérébral chez les patients et 

également au niveau des plaques amyloïdes (Zhan et al., 2016; Zhao et al., 2017). De plus, le LPS 

est en capacité d’engendrer la production et l’agrégation d’Aβ in vivo suite à des injections 

intrapéritonéales chez la souris (Lee et al., 2008). Le passage du LPS au travers de la BHE n’est 

pas totalement élucidé et semblerait se faire via un mécanisme de transport médié par les 

lipoprotéines (Vargas-Caraveo et al., 2017). De plus, de fortes doses de LPS induisent une 

altération de la perméabilité de la BHE (Banks et al., 2015). 

Le PSA a un effet anti-inflammatoire via le récepteur TLR2 en activant le développement des 

lymphocytes Treg Foxp3+ et stoppant celui des Th17 (Round et al., 2011). Il provient 

essentiellement de l’espèce Bacteroidetes fragilis qui se trouve principalement diminuée dans 

la MA.  

iii. Un microbiote cérébral ? 

Comme mentionné précédemment, il est possible qu’il y ait également un microbiote au 

niveau cérébral. Ces micro-organismes, tels que le VIH, les herpès virus (HSV), Chlamydophila 

pneumoniae, Borrelia burgdorferi (responsable de la maladie de Lyme), Propionibacterium 

acnes et Porphyromonas gingivalis ou leur ADN pourraient pénétrer dans le cerveau via une 
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voie olfactive neuronale et/ou via l’altération de la BHE (Balin et al., 1998; Carter, 2017; 

Kornhuber, 1996; Lin, MA, et al., 2002; Miklossy et al., 2004; Poole et al., 2013).  

Bactéries 

Des chercheurs ont récemment analysé l’effet de l’ADN bactérien sur la protéine Tau. Ils ont 

démontré que l’ADN provenant des bactéries Porphyromonas gingivalis and Borrelia 

burgdorferi, qui ont été retrouvées au niveau cérébral, est en capacité d’induire un mauvais 

repliement et une agrégation de la protéine Tau, et que cet effet est prévenu en présence 

d’ADNase (Tetz et al., 2020). De même, Chlamydophila pneumoniae a été détectée dans le 

cerveau de patients atteints de la MA (Balin et al., 1998). Des analyses immunohistochimiques 

sur des cerveaux post-mortem ont permis de démontrer que cette espèce bactérienne infecte 

aussi bien les cellules neuronales que microgliales et astrocytaires, et que les cellules infectées 

se trouvent à proximité des dépôts amyloïdes et des enchevêtrements neurofibrillaires 

(Gérard et al., 2006). 

Virus 

Les personnes atteintes du virus de l'immunodéficience humaine (VIH), qui est en capacité de 

pénétrer dans le cerveau deux semaines après la primo-infection, présentent des similitudes 

avec les patients atteints de la MA : augmentation du taux d’Aβ42, de la protéine Tau totale et 

de la protéine Tau hyperphosphorylée dans le LCS, présence de dépôts amyloïdes cérébraux, 

présence d’une dégénérescence corticale et d’altérations des performances mnésiques 

(Canet, Dias, et al., 2018; Sturdevant et al., 2015). Les herpèsvirus, qui sont des virus neurotropes, 

semblent également pouvoir jouer un rôle dans la MA. Leur réplication au niveau cérébral 

peut entraîner des encéphalites (Gnann & Whitley, 2017). De plus les herpèsvirus, et 

notamment l’HSV-1 ont été fréquemment retrouvé dans le cerveau de personnes atteintes de 

la MA (Lin, Wozniak, et al., 2002; Steel & Eslick, 2015). Une étude épidémiologique récente montre 

une association entre l'infection à herpèsvirus et les marqueurs d'imagerie cérébrales dans la 

MA, ajoutant un argument supplémentaire à l'hypothèse d'une origine infectieuse de la MA 

(Linard et al., 2021). 

Champignons 

Enfin, des études ont également démontré la présence de champignons tels que Candida 

glabrata dans le cerveaux de patients atteints de la MA (Alonso et al., 2014; Pisa et al., 2015).  
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OBJECTIFS DE L’ETUDE  

La maladie d’Alzheimer (MA) reste à ce jour sans traitement curatif et fait l’objet d'une 

recherche active visant à développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Le microbiote 

intestinal étant perçu comme un nouvel acteur clé des pathologies neurologiques (Cryan et al., 

2019; Hsiao et al., 2013; Sampson et al., 2016), nos travaux visent à comprendre son rôle dans 

l'apparition et le développement de la MA. Au démarrage de notre étude, les données de la 

littérature montraient une corrélation entre la composition du microbiote intestinal et 

l'intensité de la pathologie amyloïde chez des personnes âgées et chez les souris APP/PS1 

(Cattaneo et al., 2017; Harach et al., 2017). Parallèlement, dans un autre modèle murin 

d’amyloïdose, le modèle 5XFAD, dont la physiopathologie est décrite en partie 1 des résultats 

(Ismeurt et al., 2020), les données préliminaires de notre équipe démontraient une dysbiose du 

microbiote intestinal. Dans ce contexte, mes travaux de thèse ont été axés sur la modulation 

du microbiote intestinal dans le modèle 5XFAD, afin d'évaluer l'impact de la composition 

bactérienne sur la progression de la pathologie et de proposer des pistes thérapeutiques 

innovantes. Dans le cadre du développement de nouveaux traitements et en collaboration 

avec le Pr. P. Dallemagne (Université de Caen), l’équipe a conçu des ligands multi-cibles à 

double action montrant des effets prometteurs  (Lecoutey et al., 2014; Rochais et al., 2015) mais 

également une nouvelle série de composés à triple action. En conséquence, les objectifs de 

cette étude se sont focalisés sur : 

 

1/ Caractérisation in vivo d’un ligand multi-cible et analyse de son effet sur le microbiote 

intestinal 

Le premier objectif de cette thèse a été d’évaluer l’efficacité in vivo d’un nouveau composé 

multi-cible développé au sein de l’équipe, la donécopirdine, qui est à la fois inhibitrice de 

l’acétylcholinestérase, agoniste du récepteur 5-HT4 et antagoniste du récepteur 5-HT6. Pour 

cela, des paradigmes de traitements ont été mis en place dans le modèle murin 5XFAD pour 

évaluer les propriétés du composé à prévenir/ralentir la pathologie ou à traiter/contrecarrer 

des déficits installés. Suite à ces traitements préventifs ou curatifs, les performances 

mnésiques ainsi que la pathologie amyloïde et la gliose cérébrale ont été analysées. Dans le 

paradigme préventif, une analyse de la composition du microbiote intestinal a été effectuée 
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afin d’évaluer l’effet du composé pharmacologique multi-cible sur la dysbiose intestinale 

présente dans ce modèle murin. 

 

2/ Modulation du microbiote intestinal par des modulateurs microbiens classiques 

Dans un second temps, nous avons évalué l’impact d’une modulation du microbiote intestinal 

dans le modèle murin 5XFAD sur la pathologie amyloïde via l'utilisation d'un cocktail 

d'antibiotiques ou l’administration d’un prébiotique, et cela en présence ou non d’une 

altération du métabolisme induite par un régime alimentaire riche en graisse.  

 

3/ Modulation du microbiote intestinal par transplantation fécale 

Enfin, par des techniques de transplantation de microbiote fécal, avec pré déplétion du 

microbiote endogène ou non, nous avons implanté le microbiote intestinal dysbiotique de 

souris 5XFAD de 2 mois et 6 mois d’âge à des souris saines afin d’évaluer la causalité de ce 

microbiote dans les troubles cognitifs. En miroir, nous avons implanté le microbiote intestinal 

de souris saines de 2 mois d’âge à des souris 5XFAD afin d’évaluer la possibilité de ralentir la 

physiopathologie de ce modèle en implantant un microbiote sain. 
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CHAPTER 13

The 5!FAD mouse model of
Alzheimer’s disease
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List of abbreviations

AD Alzheimer’s disease

APP amyloid precursor protein

Ab amyloid-b peptide

BACE1 b-secretase

BDNF brain-derived neurotrophic factor

CAA cerebral amyloid angiopathy

FAD familial Alzheimer’s disease

GFAP glial fibrillary acidic protein

Iba1 ionized calcium-binding adapter molecule 1

IL interleukin

LTP long-term potentiation

NFT neurofibrillary tangle

PHFs paired helical filaments

PSEN1 presenilin 1

TGFb transforming growth factor b

TLR Toll-like receptor

TNFa tumor necrosis factor a

Mini-dictionary of terms

Amyloid plaques extracellular aggregates mainly composed of neurotoxic amyloid peptides and found in

postmortem brains of AD patients. With aging, plaques can also appear in the brains of cognitively

healthy people.

Neurofibrillary tangles intracellular fibrillary structures composed of hyperphosphorylated tau protein.

These aggregates are a marker of AD but are also found in tauopathies.

Complement system part of the immune system and corresponds to plasma proteins that recognize pathogens

and participate in their elimination.

Novel object recognition test memory test including a training phase in which the mouse can explore two

similar objects and a restitution phase in which one of the objects is replaced by a novel object. The

amount of time between the training and the restitution phase allows analysis of the short-term memory

(e.g., 1 h) or the long-term memory (e.g., 24 h).

Pericytes perivascular cells involved in the regulation of capillary blood flow and maintenance of

the BBB.
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Introduction

Many transgenic mouse models have been developed to reproduce the numerous brain

features of Alzheimer’s disease (AD), ranging from amyloid-b (Ab) peptide deposition to

neurofibrillary tangles (NFTs), neuroinflammation and synaptic alterations, and neuronal

loss (Selkoe and Schenk, 2003). As wild-type mice develop neither plaques nor tangles in

their life span, the introduction of human genes bearing mutations involved in familial

forms of the disease was a key step in recapitulating AD pathology (Oakley et al.,

2006). The heterologous mouse line Tg6799, also named 5!FAD, expresses five familial

AD mutations under the control of the neuron-specific thy1 promoter: three mutations

on the human amyloid protein precursor (APP695; London, Swedish, and Florida) and

two mutations on human presenilin-1 (PS1; M146L and L286V) (Fig. 13.1). No human

tau transgene is expressed in this mouse line. The 5!FAD mouse line is the transgenic

mouse model of AD presenting the earliest onset and most intense amyloid pathology.

Interestingly, this mouse model recapitulates all the neuropathological features associated

with AD: amyloid plaques, gliosis, cognitive impairment, neurotransmission defects,

synaptic loss, and neurodegeneration (Fig. 13.2). The only missing features are the tau

tangles, even if some reports are contradictory on this point. The AD-like pathology

in 5!FAD mice can be divided into three phases as in human AD. The asymptomatic

phase, around 2 months of age, is characterized by the presence of amyloid plaques

and appearance of gliosis (Fig. 13.2). The prodromal phase, with extensive amyloid

deposits and gliosis, is defined by the appearance of cognitive deficits around 4 months

of age. The symptomatic phase starts around 6 months of age and over, with extreme

amyloid pathology and associated neuroinflammation, marked cognitive deficits, and

neurotransmission impairments. Finally, late AD-like stages, or “severe AD-like pathol-

ogy,” are characterized by synaptic and neuronal loss around 9 months of age. This

chapter describes all the neuropathological and behavioral features of the 5!FAD mouse

model to highlight its interest for fundamental research and preclinical studies.

Figure 13.1 Schematic representation of the 53FAD transgenes. Arrows indicate the familial

Alzheimer’s disease mutations in human amyloid precursor protein (APP) and presenilin-1 (PS1) trans-

genes that are under the control of the neuron-specific thy1 promotor. Coding regions are depicted.

For a more complete view of the untranslated regions see Oakley et al. (2006). Ab, amyloid-b peptide.
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Amyloid pathology

The overproduction and aggregation of Ab in the brain are major pathological hallmarks

of AD. Ab is produced and released in the extracellular domain through the amyloido-

genic pathway of APP processing. This pathway involves two successive cleavages by

proteases: BACE1 and g-secretase. The cleavage by g-secretase is not precise and leads

to several Ab peptides with different lengths, including Ab1"40 (40 amino acids) and

Ab1"42 (42 amino acids), the two main Ab isoforms. In the 5!FAD mouse model,

the three FAD mutations on the human APP transgene are located around the cleavage

sites of b- and g-proteases and are involved in the overproduction of either total Ab or

specifically Ab1"42 peptides. The London (V717I) and Florida (I716V) mutations,

located around the g-secretase cleavage site, have been reported to induce an increase

in the Ab1"42/Ab1"40 ratio (De Jonghe et al., 2001; Herl et al., 2009). The Swedish

mutation (K670N/M671L), close to the BACE1 cleavage site, has been reported to

induce an increase in total Ab (Hsiao et al., 1996). The two FAD mutations present

on the PSEN1 transgene (catalytic subunit of g-secretase) have been shown to also in-

crease the Ab1"42/Ab1"40 ratio (Citron et al., 1997; Scheuner et al., 1996). Due to a

constitutive expression of the transgene, an overproduction of Ab is detectable as early

as 1.5 months of age in 5!FAD mouse brains. This amyloid accumulation corresponds

mainly to soluble Ab peptides (Ab1"40 and Ab1"42). At the age of 2 months, Ab oligo-

mers aggregate in Ab fibrils and diffuse amyloid plaques, while forming dense amyloid

plaques later on. The amyloid pathology begins in the deep cortical layers of the brain

and subiculum. Then, with aging of the mice, plaques spread to cover much of the cortex

and hippocampus (Schaeffer et al., 2011) (Fig. 13.3). This increase in plaque number and

density reaches a plateau at 10 months of age in male 5!FAD mice, whereas in females

the maximal density is not even reached at 14 months of age (Bhattacharya, Haertel,

Figure 13.2 Schematic representation of pathology time course in the 53FAD mouse model.

Key Alzheimer’s disease features that are reproduced by the mouse line are summarized in accordance

with the time scale. The putative correspondence with clinical disease is indicated. As it is controver-

sial in the model, tau pathology is not indicated in this picture.
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Maelicke, & Montag, 2014). This amyloid load has deleterious effects on the brain,

including the development of a persistent neuroinflammation, neuronal loss, cognitive

deficits, and inhibition of long-term potentiation (LTP).

Neuroinflammation

Resident microglia and astrocytes, which are innate immune cells of the brain, are clus-

tered around amyloid plaques (Perlmutter, Barron, & Chui, 1990) and are mediators of

the neuroinflammation commonly observed in AD (Fig. 13.4). In a healthy brain, the

microglia are in a resting state and survey the surrounding area. In the 5!FAD mouse

brain, the Ab pathology induces the activation of microglia into an antiinflammatory state,

called M2. This activation is mediated mainly by Toll-like receptor 2, which recognizes

Ab1e42 (Liu et al., 2012). M2 microglia release antiinflammatory cytokines such as

interleukin-10 (IL-10) and transforming growth factor b (Orihuela, McPherson, & Harry,

2016) and have a phagocytic activity that contributes to the clearance of Ab oligomers.

Nevertheless, as the amyloid pathology is persistent, microglial cells fail to clear all Ab pep-

tides and transit chronically into a proinflammatory state, called M1. Several cytokines,

such as IL-6, IL-b, and tumor necrosis factor a, are released, inducing a persistent

neuroinflammation, which aggravates brain damage (Spangenberg et al., 2016).

This proinflammatory environment is believed to appear around the age of 2 months,

when the amyloid deposits have arisen. However, the microglial activation may occur

Figure 13.3 Amyloid plaques in the 53FADmouse model. Representative images of 30-mm sagittal

brain sections in which plaques are stained with thioflavin-S in (A) the frontal cortex and (B) the

entorhinal cortex. IeVI, cortical layers I to VI; Ect, ectorhinal area; FCx, frontal cortex; LEnt, entorhinal

area, lateral part; PRh, perirhinal area.

210 Diagnosis and Management in Dementia



earlier (Boza-Serrano, Yang, Paulus, & Deierborg, 2018). The astrocytes, the second type

of immune cells in the brain, are activated in a manner proportional to the level of Ab1e42
and amyloid plaques (Oakley et al., 2006). This activation is mediated by C1q, one

component of the complement system, and induces the transition of astrocytes into reac-

tive astrocytes (Fonseca, Zhou, Botto, & Tenner, 2004). The latter have a phagocytic

activity to clear Ab peptides and produce neurotrophic factors such as brain-derived neu-

rotrophic factor (Kimura, Takahashi, Tashiro, & Terao, 2006; Wyss-Coray et al., 2003).

However, reactive astrocytes also produce proinflammatory cytokines (Johnstone,

Gearing, &Miller, 1999), and with aging they present impairments in clearing Ab peptides

and in neuronal support (Iram et al., 2016). This alteration in astrocyte function participates

in the maintenance of the chronic neuroinflammation and brain damage.

Behavioral aspects of the model

The 5!FAD mouse model develops different types of memory deficits around the age of

4 months, when amyloid plaques and neuroinflammation are present (Oakley et al.,

2006). In many tests involving hippocampus-dependent memory function, such as the

Morris water maze, the Y maze, fear conditioning, and object or social recognition,

5!FAD mice have demonstrated impaired performance (Hongpaisan, Sun, & Alkon,

2011; Jawhar et al., 2011). Working memory (short or long term) is altered in

5!FAD mice as early as 4 months of age (in the B6/SJL background) (Giannoni et al.,

2013) (Fig. 13.5). An impairment of frontal cortex function has also been demonstrated

at 4 months of age using the olfactory H maze and the delayed reaction paradigm

Figure 13.4 Microgliosis and astrogliosis in the 53FAD mouse model. Representative images of

30-mm sagittal brain sections in the CA1 region of the hippocampus. (A) Ionized calcium-binding

adapter molecule 1 staining of microglia. (B) Glial fibrillary acidic protein staining of astrocytes.
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(Girard et al., 2013). Associative learning memory is also affected in this mouse model,

but only around the age of 6 months (Baranger et al., 2017; Roddick, Schellinck, &

Brown, 2014). Cognitive performance of 5!FAD mice in conditioned taste aversion

and contextual fear conditioning paradigms is impaired around 6 and 9 months of age,

respectively (Devi and Ohno, 2010). As noticed in The Jackson Laboratory depository

(https://www.jax.org/strain/006554) and in comparison with the original B6/SJLe5

!FAD strain, the phenotype in the 5!FAD mice is less pronounced when the mice

are backcrossed on the C57BL/6J background, the more commonly used laboratory

mouse strain to perform cognitive assessment. Indeed, we have experienced an around

1-month delay in the phenotype when using C57BL/6Je5!FAD mice compared

with the original B6/SJLe5!FAD mice (Oakley et al., 2006). Amyloid pathology is

delayed, and thus the first cognitive deficits appear around 4.5e5 months of age. The

status of the animal housing facility is another parameter to consider. It has recently

been demonstrated that gut microbiota composition has an impact on the amyloid

pathology development and that AD mice bred in conventional microbiota have more

amyloid in the brain than AD mice born in a germ-free environment (Brandscheid

et al., 2017; Harach et al., 2017). Consequently, if the mice are bred in specific-

pathogen-free or specific- and opportunist-pathogen-free facilities, the behavioral

phenotypes could be delayed due to a less aggressive amyloid pathology.

Synaptic plasticity and long-term potentiation

According to the amyloid cascade hypothesis, amyloid accumulation in the AD brain

induces numerous neuropathological changes that precede neurodegeneration (Hardy

& Selkoe, 2002). LTP is a perfect readout of cellular communication processes that

underlie learning and memory. In 5!FAD mice, phenotypic differences between plaque

Figure 13.5 Learning performance of 3- and 5-month-old wild-type (WT) and 53FAD mice

assessed with the novel object recognition test. The 5!FAD mice are deficient at 5 months of

age as indicated by the lower percentage of time devoted to the exploration of the novel object in

comparison with the WT mice. Retention interval 24 h, 5e8 mice per group. Data are the mean-

s # SEM. ***P < .001.
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deposits in the cortex and hippocampus (more dense plaques in the latter) were linked to

differences in LTP in these areas (Crouzin et al., 2013). Within the hippocampus of

5!FAD mice, an intense astrogliosis in the dentate gyrus, compared with the CA1 re-

gion, was associated with enhanced tonic GABA (g-aminobutyric acid) current mediated

by a5-GABAA receptors in dentate granule cells (Wu, Guo, Gearing, & Chen, 2014).

Blockade of these GABAA receptors rescued LTP deficits and restored working memory

performances in the Y-maze test. Restoration of LTP in 5!FAD mice is thus an impor-

tant parameter to consider in the evaluation tests of candidate molecules or actors as

promising therapeutic targets against AD (Baranger et al., 2016; MacPherson et al., 2017).

Vascular pathology

In recent years, the impact of the cerebral vasculature on the pathophysiology of AD has

gained attention. Indeed, a link has been evidenced between AD development and

vascular risk factors such as hypertension, obesity, type 2 diabetes, stroke, and atheroscle-

rosis (Cechetto, Hachinski, & Whitehead, 2008). An efficient brain vasculature is neces-

sary for the correct delivery of nutrients and oxygen, but it is also fundamental for its role

of detoxification and barrier. Brain vessels help in clearing possible toxic elements, such as

the amyloid peptides responsible for plaque formation, and modulate the substances that

access the brain thanks to the bloodebrain barrier (BBB). This finely organized structure

is composed of tight junctions between endothelial cells that strictly control the

movements of molecules between the blood and the brain. Several elements, including

aging and genetic and epigenetic factors, but also a number of pathologies, determine an

impairment of brain vasculature efficiency, with consequent accumulation of toxic

species and alterations in brain homeostasis. The 5!FAD mouse model has been demon-

strated to accurately reproduce the alterations in brain vasculature typical of AD presymp-

tomatic and symptomatic stages (Giannoni et al., 2016). Thanks to a longitudinal study

conducted with in vivo two-photon microscopy associated with classical postmortem

analysis, it was evidenced that 5!FAD mice accumulate amyloid around vessels in

what is defined as cerebral amyloid angiopathy (CAA), starting at 3 months of age and

accumulating over time (Fig. 13.6A). The study confirms a preceding observation of

BBB disruption (Kook et al., 2012) near amyloid deposits (Fig. 13.6AeC), also associated

with matrix metalloprotease secretion. Indeed, although the association between CAA

and cognitive performance is still discussed, the majority of human AD cases show this

feature. Another set of cells participating in the neurovascular unit and controlling vessel

efficiency and contraction, the pericytes, is also affected in 5!FAD mice. Their expres-

sion level changes over time, becoming more important at 9 and 12 months of age,

considered late-stage AD in this model. To note, their increased level of expression seems

associated with their redistribution, although further studies are needed to better charac-

terize this phenomenon. Pericytes have been proposed as major players in the reparation
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Figure 13.6 Vascular pathology of the 53FAD mouse model at 12 months of age. (A) Amyloid

accumulation is stained using 6E10 anti-Ab antibody; vasculature is evidenced using fluorescent albu-

min staining (FITC-albumin). With aging, 5!FAD mice present vascular amyloid deposits (arrows) and

intense parenchymal Ab deposits, including dense plaques (arrowheads) and diffuse plaques (dots).

Vascular deposits of Ab induce vessel damages (star) as evidenced by leakages of FITC-albumin stain-

ing. (B) Larger view of cortical vasculature and leakages of FITC-albumin. (C) No leakages are detect-

able in wild-type aged mice (upper left) compared with 5!FAD of the same age (upper right); dots

delimit the hilus area of the hippocampus. Bottom: higher magnification of vessel damage and

leakage in 5!FAD mice; dots delimit the damaged vessels and associated leakages. Ab, amyloid-b

peptide; DG, dentate gyrus. (Courtesy of Dr. Nicola Marchi (IGF, Montpellier).)
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process after a brain insult and are currently under investigation both in human AD cases

and in mouse models, as they represent a well-promising target of intervention. Finally,

5!FAD mice reproduce one of the main aspects contributing to AD development:

vascular inflammation. A strong microglial activation associated with astrogliosis is

evidenced starting at 3 months of age around brain vessels and in strict association

with amyloid accumulation and vessel damage. Clusters of reactive inflammatory cells

were found correlating with disruption of tight junctions detected by leakages of fluores-

cein isothiocyanateealbumin. Changes in the expression of inflammation markers (e.g.,

IL-6) have also been observed in this model (Gurel et al., 2018), probably contributing to

vascular inflammation. As for the human pathology, vascular inflammation aggravates

with aging in the 5!FAD mouse model.

Neuronal loss/synaptic dysfunctions

The 5!FAD mouse model reproduces the neuronal loss and synaptic dysfunctions that

characterize human AD. This feature is particularly interesting, as many other AD animal

models do not present any neuronal damages. Interestingly, neuronal loss is particularly

evident in the hippocampus and in cortex areas involved in memory formation and

processing (Eimer and Vassar, 2013). A profound loss of layer 5 pyramidal neurons is

observed in 5!FAD mice starting at 12 months of age (Oakley et al., 2006), while other

alterations such as axonal dystrophy and loss of spines and basal dendrites (Buskila,

Crowe, & Ellis-Davies, 2013) appear much earlier, around 4e6 months. As behavioral

deficits appear around 4 months in this model, such early changes are thought to

influence cognitive performance of the mice before late-stage neuronal death occurs.

Thanks to electrophysiological studies of such neurons, a direct link between intraneuro-

nal Ab accumulation, which precedes plaque formation, and neuronal loss has been

hypothesized. Presynaptic vesicular machinery, as well as postsynaptic effects, has been

highlighted, probably due to the impact of Ab peptides on glutamatergic conductance.

A general consensus is present in the actual literature that considers the presence of am-

yloid as responsible for synaptic dysfunctions (Marchetti and Marie, 2011) and neuronal

loss (Eimer and Vassar, 2013).

Tau pathology

Although the 5!FAD model is considered one of the most exhaustive concerning the

reproduction of AD signs, the presence of NFTs is still discussed. While the first descrip-

tion of the 5!FAD model reported the lack of NFTs (Oakley et al., 2006), other more

recent papers show a positive staining of paired helical filament tau sites Ser202 and

Thr205 with the AT8 antibody, and identify NFTs in the cortex and hippocampus of

female 5!FAD mice 6e8 months of age (Tohda, Urano, Umezaki, Nemere, &

Kuboyama, 2012). As the antibody used was directed against the human tau, this

supposes a cross-reaction with the mouse form. Hyperphosphorylation of tau seems
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confirmed in 5!FAD mice (Grinan-Ferre et al., 2016), as stated by mRNA

analysis. However, the work of Maarouf and colleagues evidenced no NFTs

identified with AT8 antibody (Maarouf et al., 2013). Possible causes of heterogeneity

in the observed results could be the age, sex, and genetic background of the

animals, as well as methodological and analysis differences (immunohistochemistry pro-

tocol, microscope, etc.). Discrepancies among results point to the need of further

investigations.

Gender issue

In the human population, the prevalence of AD is higher among women than among

men, with a 2:1 women/men ratio. A detailed review of current knowledge on

sex-related differences in human AD has been conducted (Ferretti et al., 2018). This excel-

lent work pointed out sex differences in AD patients not only from an epidemiological

point of view, but also in clinical manifestations, biomarker patterns, risk factors, and treat-

ment performance. Clearly, researchers have now to consider gender issues in the deci-

phering of molecular and mechanistic comprehension of AD in preclinical research.

A higher Ab production and deposition has been reported in female 5!FAD mice

compared with male mice of the same age (Bhattacharya et al., 2014; Oakley et al.,

2006). This feature was also reported in other transgenic AD mouse models such as

APP/PS1 or 3!Tg-AD (Callahan et al., 2001; Wang, Tanila, Puolivali, Kadish, & van

Groen, 2003). Of interest, despite an increased Ab burden, female 5!FAD mice (SJL

background strain) have a similar life span compared with males, whereas in 3!Tg-AD

mice an early mortality in males has been reported (Rae and Brown, 2015). External envi-

ronment can also induce gender-related pathology, as stress increases Ab levels in female

5!FAD but not in males (Devi, Alldred, Ginsberg, & Ohno, 2010). Female 5!FAD

mice present better olfactory performance than males in olfactory working memory

tasks (Roddick et al., 2014). However, odor detection performance may vary in

5!FAD depending on the concentration of the odorant molecules (Roddick, Roberts,

Schellinck, & Brown, 2016). As in humans, treatment efficiency can differ between

male and female 5!FAD mice. Vitamin D supplementation is efficient only when

administered during the symptomatic phase for the females (Landel, Millet, Baranger,

Loriod, & Feron, 2016) and only in the early asymptomatic phase for the males (Morello

et al., 2018). We also experienced differences in treatment efficiency when a serotonin

type 4 receptor agonist was chronically administered to 5!FAD mice. Two-month

treatments are sufficient to prevent cognitive deficits in females, whereas longer

treatments were necessary to reach similar effects in males (Baranger et al., 2017; Giannoni

et al., 2013). Collectively, there is a crucial need to systematically investigate sex

differences in mouse models of AD with adapted sizes of groups to obtain an accurate

statistical power.
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Drawbacks of the 53FAD mouse model

In this transgenic mouse, the extremely aggressive Ab pathology, with extensive extra-

cellular plaque formation beginning at 2 months of age, is definitely not in accordance

with the time course of human sporadic AD. The slow progressive pathophysiological

development of clinical AD in patients is not accurately reproduced in this transgenic

mouse model. New models, using injections of adeno-associated viruses in rodents,

have been developed to mimic more precisely the initial stages and progression of AD

in patients, by controlling the expression in time and space of the transgenes (Audrain

et al., 2016).

Advantages of the 53FAD mouse model

The extreme rapidity of the amyloid neuropathology and associated behavioral deficits

make this transgenic mouse a proper research model for early-onset AD (Jawhar,

Trawicka, Jenneckens, Bayer, & Wirths, 2012; Oakley et al., 2006). Moreover, the

appearance of cognitive deficits as early as 4 months of age renders the 5!FADmice suit-

able for evaluating the preventive potential of chronic treatments with disease-modifying

molecules (Baranger et al., 2017; Giannoni et al., 2013). Indeed, if the chronic

administration of a compound is able to slow Ab production and delay the appearance

of cognitive impairments in 5!FAD mice, which produce the highest level of amyloid,

the same compound should be efficient in transgenic mouse models presenting moderate

Ab accumulation. In addition, such a rapidity in obtaining relevant and measurable fea-

tures in the model induces a reduction in time (and costs) involving animal housing and

protocol-related expenses. The ethical aspect of such improvement is a particularly

important argument promoting the use of this mouse model.

Conclusion

To conclude, 5!FAD mice represent the more rapid and intense transgenic mouse

model of AD, in terms of amyloid pathology. This model recapitulates numerous features

of clinical AD in human patients, such as amyloid deposits, gliosis, synaptic degeneration,

working memory impairment, reduced anxiety, and selective neuronal loss. Despite

controversies due to the early and aggressive plaque development phenotype, this model

remains of great interest to preclinically evaluate the disease-modifying potential of new

compounds against AD.

Key facts of neurovascular pathology

• A healthy vascular system is mandatory for proper functioning of the brain.

• Amyloid accumulation around vessels (CAA) induces vessel damage in AD.
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• Vessel breaks in AD are evidenced by leaks of immunoglobulins in the brain.

• An intense vascular inflammation accompanies vessel damage.

• The neurovascular unit is remodeled in AD with redistribution of the pericytes.

Summary points

• The 5!FAD mouse model reproduces the majority of AD hallmarks, including

amyloid plaques, neuronal death, synaptic dysfunctions, CAA, and vessel alterations

associated with inflammation.

• As in human AD, the gender issue should be considered in the 5!FADmouse model,

since the pathology is more aggressive in females than in males.

• The rapid and aggressive progression of the pathology in 5!FAD mice is not in

accordance with the slow development of sporadic AD in humans.

• The 5!FAD mouse line is a proper research model for early-onset AD.

• This animal model enables a time reduction in the experimental protocols and a

diminution of the research costs.
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La maladie d’Alzheimer (MA) étant une pathologie neurodégénérative incurable, il est urgent 

de développer de nouveaux traitements thérapeutiques. Face à la complexité et à 

l’hétérogénéité de cette maladie, l’équipe a conçu en collaboration avec le groupe du Pr. P. 

Dallemagne (Université de Caen) des ligands capables d’agir simultanément sur plusieurs 

cibles présentant un intérêt thérapeutique potentiel pour le traitement de la MA. Ces 

molécules sont appelées ligands multi-cibles ou MTDL (multi-target-directed ligand). 

Un premier composé à double action développé en 2014, le donécopride, a montré des effets 

prometteurs in vitro et dans le modèle murin d’amyloïdose 5XFAD C57BL/6  (Lecoutey et al., 

2014; Rochais et al., 2020, 2015). 

Le donécopride est un inhibiteur de l’acétylcholinestérase (AChE) qui est la cible majeure des 

traitements actuellement sur le marché. Ce composé est en capacité de se fixer au site CAS 

(site catalytique) de cette enzyme et d'inhiber son activité d’hydrolyse permettant ainsi de 

rehausser le taux d’acétylcholine dans la fente synaptique et de restaurer la 

neurotransmission cholinergique qui est défaillante chez les patients atteints de la MA. Par 

ailleurs, le donécopride a été conçu de manière à se fixer également au site PAS (site anionique 

périphérique) de l’acétylcholinestérase impliqué dans l’agrégation des peptides β-amyloïdes 

(Inestrosa et al., 1996). La liaison au site PAS procure au donécopride une capacité à empêcher 

l'agrégation amyloïde. 

Le donécopride est un agoniste de sa seconde cible : le récepteur sérotoninergique 5-HT4. 

L’activation de ce récepteur promeut le clivage non-amyloïdogène de l’APP et prévient la 

production des peptides β-amyloïdes, via son action sur l' -sécrétase ADAM10 (Cochet et al., 

2013b). Par ailleurs, l'activation du récepteur 5-HT4 augmente la libération d’acétylcholine 

dans la fente synaptique (Consolo et al., 1994). 

Cette double action permet donc au donécopride d’avoir d’une part des effets bénéfiques sur 

les symptômes de la pathologie mais également des effets dits « disease-modifying » qui 

impactent l'évolution de la maladie. 

 

Une nouvelle série de composés à triple action a ensuite été synthétisée. La troisième cible de 

ces molécules est le récepteur sérotoninergique 5-HT6 sur lequel elles possèdent une activité 

antagoniste. L’inhibition de ce récepteur est une piste d’intérêt thérapeutique dans le 

contexte de la MA, car elle engendre des effets pro-cognitifs (Meffre et al., 2012) via l’inhibition 

indirecte de la voie mTOR à laquelle le récepteur est couplé. Le blocage du récepteur 5-HT6 
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semble également corriger les altérations des mécanismes d’autophagie observés dans le 

cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Oddo, 2012). 

Une preuve de concept de la capacité à générer de telles molécules à triple action a été 

présentée en 2019 (Hatat et al., 2019b). Le composé 10 publié dans cette étude présentait des 

propriétés similaires au donécopride vis-à-vis de l'AChE et du récepteur 5-HT4, mais son 

activité antagoniste du récepteur 5-HT6 était modérée. 

Une nouvelle molécule, appelée la donécopirdine, a ainsi alors été synthétisée. Elle a montré 

être aussi efficace in vitro sur les récepteurs 5-HT4 et 5-HT6 que les composés de référence 

RS-67333 et l’idalopirdine, respectivement agoniste et antagoniste des récepteurs. La 

donécopirdine présente également une activité inhibitrice de l’AChE in vitro, qui est moins 

importante que celle du composé précédemment publié, mais qui reste très acceptable pour 

une molécule à triple action. Les résultats de la caractérisation pharmacologique de la 

donécopirdine sont présentés dans l’article ci-après. 

 

Nous avons ensuite caractérisé in vivo dans le modèle murin 5XFAD l’effet d’un traitement 

préventif et d’un traitement curatif avec la donécopirdine sur les performances cognitives et 

la physiopathologie des animaux. En parallèle, l’équipe ayant obtenu des résultats 

préliminaires montrant une dysbiose du microbiote intestinal dans ce modèle, nous avons 

également caractérisé la composition bactérienne du microbiote intestinal et le métabolome 

intestinal et sanguin suite à ces traitements afin d’évaluer l’impact possible de nos composés 

pharmacologiques sur le microbiote intestinal.  
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Le Dr. B. Hatat et moi-même sommes co-premier auteur de ce papier en préparation. Ci-après 

la contribution de chacune dans l’article : 

 

Bérénice Hatat :  

- Synthèse chimique de la donécopirdine 

- Analyses pharmacologiques in vitro sur les récepteurs 5-HT4 et 5-HT6 

- Administration in vivo des composés pharmacologiques en traitement chronique 

- Test du labyrinthe de Barnes (traitement chronique) 

- Immunohistochimie des plaques amyloïdes compactes 

 

Caroline Ismeurt :  

- Administration in vivo des composés pharmacologiques en traitement chronique et 

subchronique 

- Test de reconnaissance du nouvel objet (traitements chronique et subchronique) 

- Immunohistochimie des plaques amyloïdes compactes 

- Western blot (traitements chronique et subchronique) 

- ELISA (traitements chronique et subchronique) 

- Dosage de l’activité de l’acétylcholinestérase suite au traitement chronique 

- Analyse des résultats de métagénomique 
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1. Introduction 

 Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia which mainly affects 

the elderly. Mostly designed to target cholinergic and glutamatergic neurotransmission, current 

drugs are only improving symptoms while the pathology is still spreading all over the brain. 

Even if efforts are done to find treatment against amyloid aggregation and neurofibrillary 

tangles, the two main hallmarks of AD, most of these drugs have failed in clinical trials [1, 2]. 

This could be explained by the selectivity of such drugs which are designed to be active against 

one biological target [3]. However, AD is a multifactorial disease and involved the abnormality 

of several systems. Therefore, targeting more than one biological has become essential in order 

to have a disease-modifying effect [4]. Combining several drugs can be managed using the 

multiple-medication therapy (MMT) or the multiple-compound medication (MCM) but these 

therapeutic strategies are always related to poor patient compliance, drug-drug interactions and 

problems of bioavailability and metabolism. To avoid this kind of inconvenience, new drugs 

known as multi-target-directed ligands (MTDLs) are being developed [5]. MTDLs are sole 

molecules which are designed to be active against several biological targets with different 

mechanisms of action. Besides making easier the pharmacokinetic studies, it has been 

demonstrated that they show synergistic effects on their targets. Their use seems to be really 

promising in the treatment of neurodegenerative disorders such as AD [6, 7]. 

 In a previous work, we described the synthesis of dual MTDLs combining 

acetylcholinesterase inhibitory (AChEI) activity with serotonergic type 4 receptors (5-HT4R) 

agonism [8, 9] and also dual compounds behaving as antagonists of serotonergic type 6 

receptors (5-HT6R) and agonists of serotonergic type 4 receptors [10]. Indeed, chronic 

administration of 5-HT4R agonists leads to a decrease of the amyloid pathology and cerebral 

inflammation and is also able to prevent cognitive deficits in 5XFAD mice, an AD mouse model 

[11, 12]. These disease-modifying effects are linked to the promotion of the α-secretase 

cleavage of APP that induces the production of sAPPα, a neurotrophic and neuroprotective 

soluble fragment, and precludes the production of the amyloid-β peptide [13-15]. The 5-HT6 

receptor, another serotonin receptor subtype, has also aroused curiosity for the treatment of AD. 

Unlike 5-HT4R, it is its blockade which can lead to beneficial effects on cognition [16-18]. In 

rodents, the administration of 5-HT6R antagonists is followed by improved cognitive 

performance in several behavioral tests [19-22]. Its activity is thought to be mediated by the 

release of neurotransmitters such as acetylcholine and glutamate [23-26]. Inhibition of the 

mTOR pathway may also be involved in the procognitive effects [27]. 
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 By virtue of these properties, we consider that engaging these three therapeutic targets 

in the treatment of AD is a reliable strategy. Indeed, we recently reported the synthesis of new 

MTDLs designed to be at the same time AChEI, 5-HT4R agonist and 5-HT6R inverse agonist 

[28]. In this study, the first in vivo experiments using compound 5k/10 have demonstrated 

promising results which conducted us at designing donecopirdine. This compound, with a slight 

decrease in AChE affinity, presented better affinity for the serotoninergic receptors 5-HT4 and 

5-HT6 compared to compound 5k/10. The present work aimed at demonstrating the potency of 

this new MTDL to prevent AD in cellular and animal models. We conducted here a complete 

evaluation of donecopirdine, in comparison with donepezil, the current drug that has been 

approved against AD. This assessment includes the determination of changes induced by the 

two drugs on the microbiome and metabolome of the 5XFAD mice. 
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2. Material and Methods 

 

2.1. Chemistry 

 All chemical reagents and solvents were purchased from commercial sources and used 

without further purification. Melting points were determined on a Kofler melting point 

apparatus. 1H and 13C NMR spectra were recorded on a BRUKER AVANCE III 400MHz with 

chemical shifts expressed in parts per million (in chloroform-d, methanol-d4 or DMSO-d6) 

downfield from TMS as an internal standard and coupling in Hertz. IR spectra were recorded 

on a Perkin-Elmer BX FT-IR apparatus using KBr pellets. High resolution mass spectra 

(HRMS) were obtained by electrospray on a Bruker maXis. The purities of all tested 

compounds were analyzed by LC−MS, with the purity all being higher than 95%. Analyses 

were performed using a Waters Alliance 2695 as separating module (column XBridge C18 2.5 

μM/4.6 x 50 mM) using the following gradients: A (95%)/B (5%) to A (5%)/B (95%) in 4.00 

min. This ratio was hold during 1.50 min before return to initial conditions in 0.50 min. Initial 

conditions were then maintained for 2.00 min (A = H2O, B = CH3CN; each containing HCOOH: 

0.1%). MS were obtained on a SQ detector by positive ESI. 

 

1-(4-amino-5-chloro-2-methoxyphenyl)-3-(1-(2-bromo-5-hydroxybenzyl)piperidin-4-yl-

propan-1-one (Donecopirdine). Yellow poder (26%); 1H NMR (MeOD-d4, 399.8 MHz) 

d  7.65 (s, 1H), 7.32 (d, 3JHH = 8.7 Hz, 1H), 6.96 (d, 4JHH = 3.0 Hz, 1H), 6.62 (dd, 3JHH = 8.7 

Hz, 4JHH = 3.0 Hz, 1H), 6.44 (s, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.56 (s, 2H), 2.97-2.88 (m, 4H), 2.17-2.11 

(m, 2H), 1.72-1.70 (m, 2H), 1.58-1.53 (m, 2H), 1.34-1.28 (m, 3H); 13C NMR (MeOD-d4, 100 

MHz) d  201.1, 161.7, 158.2, 151.7, 138.8, 134.3, 132.9, 119.2, 117.9, 117.2, 114.6, 111.6, 

98.1, 61.9, 56.1, 55.0, 41.7, 36.7, 33.0, 32.8; MS (m/z) [M+H]
+ 481.59 – 483.58 – 485.59; 

HRMS (m/z) calculated for C22H27N2O3ClBr [M+H]
- 481.0894, found 481.0889; 

 

2.2. In vitro biological studies 

2.2.1. Pharmacological characterization of drugs on human 5-HT4R 

 The method was validated from saturation studies: six concentrations of [3H]-

GR113808 (Perkin Elmer) were used to give final concentrations of 0.0625-2 nM, and 

nonspecific binding of [3H]-GR113808 was defined in the presence of 30 μM serotonin to 

determine the Kd and the Bmax. For competition studies, 2.5 µg of proteins (5-HT4(b) membrane 

preparations, HTS110M, Millipore. Millipore’s 5-HT4(b) membrane preparations are crude 
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membrane preparations made from their proprietary stable recombinant cell lines to ensure 

high-level of GPCR surface expression) were incubated in duplicate at 25°C for 60 min in the 

absence or the presence of 10-6 or 10-8 M of each drug (RS 67333 was used as a reference 

standard) and 0.2 nM [3H]-GR113808 (VT 240, ViTrax) in 25 mM Tris buffer (pH 7.4, 25°C). 

At the end of the incubation, homogenates were filtered through Whatman GF/C filters (Alpha 

Biotech) presoaked with 0.5% polyethylenimine using a Brandel cell harvester. Filters were 

subsequently washed three times with 4 mL of ice-cold 25 mM Tris buffer (pH 7.4, 4°C). Non-

specific binding was evaluated in parallel in the presence of 30 µM serotonin. 

Affinity constants were calculated from five-point inhibition curves using the EBDA-Ligand 

software and expressed as Ki ± SD. 

 

2.2.2. Pharmacological characterization of drugs on human 5-HT6R 

 Drugs were evaluated through their possibility to compete for the binding of [3H]-LSD 

on membranes of HEK-293 cells transiently expressing the human 5-HT6 receptor (ref. 

RBHS6M, Perkin Elmer Life Sciences). In brief, 4 µg of proteins were incubated at 37°C for 

60 min in duplicate in the absence or the presence of 10-7 M of each drug (idalopirdine was 

used as a reference standard) and 2.5 nM [3H]-LSD (ref. NET638250UC, Perkin Elmer Life 

Sciences), in 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) supplemented with 10 mM MgCl2 and 0.5 mM 

EDTA. At the end of the incubation, the homogenates were then filtered through Whatman 

GF/C filters and washed five times with ice-cold 50 mM Tris-HCl buffer. Non-specific binding 

was evaluated in the presence of 100 µM serotonin. Radioactivity associated to proteins was 

then quantified and expressed as the percentage of inhibition of the drugs under study. 

 The method was validated from saturation studies: 6 concentrations of [3H]-LSD were 

used to give final concentrations of 0.25-8 nM, non-specific binding of [3H]-LSD was defined 

in the presence of 100 µM serotonin to determine the Kd and the Bmax. 

 Affinity constants were calculated from five-point inhibition curves using the EBDA-

Ligand software and expressed as Ki ± SD. 

 

2.2.3. Determination of cAMP production 

 COS-7 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) supplemented 

with 10% dialyzed fetal calf serum (dFCS) and antibiotics. Cells were transiently transfected 

with plasmid encoding HA-tagged 5-HT4R or HA-tagged 5-HT6R, then seeded in 96-well 

plates (16,000 cells/well). 
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5-HT4R-induced cAMP production: 24 hrs after transfection, cells were exposed to the 

indicated concentrations of 5-HT4R ligands in the presence of 0.1 mM of the phosphodiesterase 

inhibitor RO 20 1724, at 37°C in 100 µL of HBS (20 mM HEPES; 150 mM NaCl; 4.2 mM 

KCl; 0.9 mM CaCl2; 0.5 mM MgCl2; 0.1% glucose; 0.1% BSA). After 10 min, cells were then 

lysed by addition of the same volume of Triton-X100 (0.1%). 

Blockade of the 5-HT6R-induced cAMP production: 24 hrs after transfection, cells were 

exposed to the indicated concentrations of 5-HT6R ligands at 37°C in 50 µl of HBS. After 7 

min, 5-HT (5.10-7M final concentration) in the presence of 0.1 mM (final concentration) of RO 

20 1724, in 50 µl HBS, was added to the wells. After 10 min at 37°C, cells were then lysed by 

addition of 100µl of Triton-X100 (0.1%). 

Quantification of cAMP production was performed by HTRF® by using the cAMP Dynamic 

kit (Cisbio Bioassays) according to the manufacturer’s instructions. 

Idalopirdine was synthesized by the CERMN. RS 67333 (1-(4-amino-5-chloro-2-

methoxy-phenyl)-3-(1-butyl-4-piperidinyl)-1-propa-none), and SB 271046 (5-Chloro-N-[4-

methoxy-3-(1-piperazinyl)phenyl]-3-methyl-benzo[b]thiophen-2-sulfonamide) were 

purchased from Tocris Bioscience (R&D Systems Europe, Lille, France). 

 

2.2.4. Determination of sAPPa production in transfected cells 

 COS-7 cells were transfected with plasmids encoding HA-tagged mouse 5-HT4 receptor 

and secreted placental alkaline phosphatase (SEAP, Clontech, Saint-Germain-en-Laye, 

France)-tagged mouse APP695 (generous gift of Dr Bernadette Allinquant), as previously 

described [15], and then seeded in 24-well plates (300,000 cells/well). Twenty-four hours after 

transfection, cells were incubated with the appropriate drug concentration for 30 min, then 

culture supernatants were collected and SEAP activity measured by adding the chromogenic 

substrate p-nitrophenyl phosphate disodium hexahydrate (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France) according to the manufacturer's instructions. The reaction readout was 

performed at 405 nm (colorimetric assay) using an Infinite 200 multimode microplate reader 

(Tecan, Männedorf, Switzerland). This technique measures all secreted soluble forms of APP 

and does not discriminate between sAPPa and sAPPb. 

 

2.2.5. In vitro tests of AChE biological activity 

 Inhibitory capacity of compounds on AChE biological activity was evaluated through 

the use of the spectrometric method of Ellman [29]. Acetylthiocholine iodide and 5,5-dithiobis-

(2-nitrobenzoic) acid (DTNB) were purchased from Sigma Aldrich. AChE from human 
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erythrocytes (buffered aqueous solution, ≥ 500 units/mg protein (BCA), Sigma Aldrich) was 

diluted in 20 mM HEPES buffer pH 8, 0.1% Triton X-100 such as to have enzyme solution 

with 0.25 unit/mL enzyme activity. In the procedure, 100 μL of 0.3 mM DTNB dissolved in 

phosphate buffer pH 7.4 were added into the 96 wells plate followed by 50 μL of test compound 

solution and 50 μL of enzyme (0.05 U final). After 5 min of preincubation at 25°C, the reaction 

was then initiated by the injection of 50 μL of 10 mM acetylthiocholine iodide solution. The 

hydrolysis of acetylthiocholine was monitored by the formation of yellow 5-thio-2-

nitrobenzoate anion as the result of the reaction of DTNB with thiocholine, released by the 

enzymatic hydrolysis of acetylthiocholine, at a wavelength of 412 nm using a 96-well 

microplate plate reader (TECAN Infinite M200, Lyon, France). Test compounds were dissolved 

in analytical grade DMSO. Donepezil (DPZ) was used as a reference standard. The rate of 

absorbance increase at 412 nm was followed every minute for 10 min. Assays were performed 

with a blank containing all components except acetylthiocholine, in order to account for non-

enzymatic reaction. The reaction slopes were compared and the percent inhibition due to the 

presence of test compounds was calculated by the following expression: 100 - (vi/v0x100) 

where vi is the rate calculated in the presence of inhibitor and v0 is the enzyme activity. 

 First screening of AChE activity was carried out at a 10-6 M concentration of compounds 

under study. For the compounds with significant inhibition (≥ 50%), IC50 values were 

determined graphically by plotting the % inhibition versus the logarithm of six inhibitor 

concentrations in the assay solution using the Origin software. 

 

2.3. In vivo biological studies 

2.3.1. Animals used in the study 

2.3.1.1. Toxicology, locomotion and spatial working memory 

Adult male NMRI mice (3 months old, weighing 35-40g) from Janvier labs (Le Genest-

Saint-Isle, France) were used to perform experiments. Mice were housed by ten in standard 

polycarbonate cages in standard controlled conditions (22 ±2 °C, 55 ± 10% humidity) with a 

reversed 12 h light/dark cycle (light on at 7 pm). Food and water were available ad libitum in 

the home cage. All experiments were conducted (between 9 am and 3 pm) during the active - 

dark - phase of the cycle and were in agreement with the European Directives and French law 

on animal experimentation (personal authorization n° 14-17 for MB and 14-60 for TF). 

2.3.1.2. Chronic and subchronic treatments 

All animal care and experimental procedures were conducted in accordance with 

National and European regulations (EU directive N°2010/63) and care guidelines of 
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Montpellier University (authorization B34-417-24, approved protocol #21223). All efforts 

were made to minimize animal suffering and to reduce the number of mice used. The generation 

of 5XFAD mice was described previously (Oakley et al., 2006). These transgenic mice 

overexpress both human APP (695) harboring the Swedish (K670N, M671L), Florida (I716V) 

and London (V717I) familial AD (FAD) mutations and human Presenilin 1 (PS1) harboring the 

two FAD mutations M146L and L286V. Expression of both transgenes is regulated by 

neuronal-specific elements of the mouse Thy1 promoter. The 5XFAD strain (B6/SJL genetic 

background) was backcrossed over more than 10 generation in the C57BL/6J genetic 

background by crossing hemizygous transgenic mice with C57BL/6J F1 breeders (Janvier). 

5XFAD heterozygous transgenic mice were used for the experiments and Wild type (WT) 

littermates as controls. All animals were genotyped by PCR using tail genomic DNA. SOPF 

WT and 5XFAD female C57BL/6 mice (6-week-old) were bred in the Plateau Central 

d'Elevage et d'Archivage (CNRS, MONTPELLIER). Conventional housed mice (6-month-old) 

were bred in the Faculté de Médicine Secteur Nord (permit number: D 13 055 08, CNRS, 

Marseille). Transgenic and WT mice were experimented in our animal facility, had access to 

food and water ad libitum and were housed under a 12 h light-dark cycle at 22–24◦C. Female 

5XFAD mice were used in this study. For each experiment, the age of mice is indicated in 

weeks (with a 4-day range).  

 

2.3.2. Drugs and animal treatments 

2.3.2.1. Toxicology, locomotion and spatial working memory 

Amphetamine (+)-α-Methylphenethylamine hemisulfate, chlorpromazine 

hydrochloride, imipramine hydrochloride and scopolamine hydrobromide were purchased from 

Sigma (France). All those pharmacological compounds were dissolved in NaCl 0.9% as the 

vehicle and were administered i.p. 30 min before tests, except scopolamine which was 

subcutaneously administered 20 min before spontaneous alternation test.  

2.3.2.2. Chronic treatments 

Donecopirdine and donepezil were synthetized in CERMN, resuspended in DMSO, 

stored at -20°C and freshly diluted to 0.15 mg/ml in 0.9% NaCl prior administration. 

5XFAD mice and WT littermates received chronic intraperitoneal treatments with drugs 

or vehicle (1 mg/kg), twice a week and for 18 weeks, from 1.5 to 6 month-old (Supplementary 

figure 1A). At the end of the protocol, mice were anesthetized with a mixture of 100 mg/kg 

ketamine and 10 mg/kg xylazine in saline solution and perfused transcardially with PBS. Brains 

were quickly isolated on ice, the cortex and hippocampus were dissected from one hemisphere 
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and stored at -80°C for biochemical analysis, while the other hemisphere was post-fixed in 4% 

PFA for immunohistochemistry. 

2.3.2.3. Subchronic treatments 

Donecopirdine and Donepezil were synthetized in CERMN, resuspended in DMSO as 

mentioned above and freshly diluted to 0.2 mg/mL in 0.9% NaCl prior administration. 

5XFAD mice and WT littermates received intraperitoneal treatments with drugs or vehicle (1.5 

mg/kg), twice a day for 10 days, starting at 5 month-old (Supplementary figure 1B). At the end 

of the protocol, mice were decapitated, heads were snap-frozen in liquid nitrogen, and the cortex 

and hippocampus were dissected from one hemisphere and stored at -80°C for biochemical 

analysis. 

 

2.3.3. CNS-activity and acute toxicity test 

Behavioral and neurological changes induced by graded doses (1, 10, 100 mg/kg) of the 

tested derivatives were evaluated in mice, in groups of four, by a standardized observation 

technique at different times (30 min, 3 and 24 h) after intraperitoneal administration. Major 

changes of behavioral data (for example, hypo- or hyperactivity, ataxia, tremors, convulsion, 

etc.) were noted in comparison to the control group. The approximate DL50 of the compounds 

were also calculated through the quantification of mortality after 24 h. Amphetamine (2 mg/kg), 

chlorpromazine (10 mg/kg) were used as stimulant and depressive references, respectively. 

 

2.3.4. Locomotor activity 

Locomotion of mice was measured using an actimeter (Imetronic®) through infrared 

detection. Eight individual removable polycarbonate cages (21-cm length, 7-cm wide and 12-

cm high), where each mouse was placed, are disposed in the actimeter. Locomotor activity was 

measured by recording the number of interruption of beams of the red light over a period of 30 

min through an attached recording system to the actimeter. Donecopirdine was tested at 1, 3 

and 10 mg/kg. Amphetamine (2 mg/kg), chlorpromazine (3 mg/kg) were used as stimulant and 

depressive references, respectively. 

 

2.3.5. Spatial working memory 

Anti-amnesiant activity of tested compounds was evaluated by reversal of scopolamine 

(0.5 mg/kg) -induced deficit on spontaneous alternation behavior in the Y maze test. The Y 

maze made of grey plastic consisted of three equally spaced arms (21-cm long, 7-cm wide with 

walls 15-cm high). The mouse was placed at the end of one of the arms and allowed to move 
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freely through the maze during a 5 min session while the sequence of arm entries was recorded 

by an observer. An arm entry was scored when all four feet crossed into the arm. An alternation 

was defined as entries into all three arms on a consecutive occasion. The number of possible 

alternation is thus the total number of arm entries minus two; the percentage of alternation was 

calculated as (actual alternation/possible alternation) [30]. Donecopirdine was tested at 0.3, 1 

and 3 mg/kg. 

 

2.3.6. Novel object recognition test 

The recognition memory of mice was tested using the novel object recognition (NOR) 

test [31]. Animals were extensively handled during drug treatment prior to the test onset. 

Testing was carried out in a V-maze (5-cm wide, 33-cm length, 15-cm height) or a rectangular 

arena (30-cm wide, 40-cm length, 30-cm height) placed in a dimly lit room (20-30 Lx). On day 

1, habituation session, each mouse was habituated to the empty V-maze/arena for 5 min. On 

day 2, training session, mice were given 10 min to explore two objects (familiar objects) 

positioned at the bottom of each arm in the V-maze or in the diagonals of the arena. Mice were 

then returned to their home cage and 24 h later, on day 3, went through a 5 min restitution 

session in which one of the two (familiar) objects was replaced by a new one (novel). All 

sessions were video-recorded and blindly analyzed. 

 

2.3.7. Barnes Maze test 

 Learning and spatial memory performance were assessed using the Barnes maze. The 

Barnes maze consisted of a white circular PVC slab (92-cm diameter) with twenty circular 

holes (5-cm diameter), elevated 100 cm above the ground. On habituation session, each mouse 

was placed in a black cylinder in the center of the Barnes maze during 30 s while aversive 

stimuli (85db fire alarm noise and 320 lux light) were activated. Mice were then slowly guided 

to the target hole with the hands. At the target hole, mice were given 1 min to enter by 

themselves, and then they were nudged with the hands to enter. Mice were left alone in the 

escape cage for 1 min without aversive stimuli and then returned in their home cage. On training 

sessions, each mouse was placed again in the center of the Barnes maze for 15 s with aversive 

stimuli. Then, the black cylinder was removed and mice were given 2 min to explore and enter 

(or not) the escape cage. If mice found the escape cage and enter it during the 2 min allowed, 

they were allowed to stay in it for 1 min. If they didn’t find the escape cage or found it but 

didn’t enter, they were guided to it with the hands and nudged to enter in it. Then, they were 

left alone in the escape cage for 1 min and taken back to their home cage. Every time a mouse 
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entered the escape cage, with help or not, noise and light were cut off. Three training sessions 

were performed on day 1 and two training sessions on day 2. On day 3, mice were left in their 

home cage without any training session. During the probe test on day 4, mice were placed again 

in the center of the Barnes maze for 15 s with noise and light on and the escape cage was 

removed. Mice were given 2 min to explore the Barnes maze. All sessions were video-recorded 

and tracked using Noldus EthoVision software. 

 

2.3.8. Immunohistochemistry 

Thirty-micrometer-thick sections were cut using a vibratome (Leica VT1000 S) and 

stored in cryoprotectant medium at -20°C. For the labeling of amyloid plaques and astrogliosis, 

three sections/animal of hippocampus and entorhinal cortex (coordinates from the bregma: 

hippocampus = -1.94 mm, entorhinal cortex = -3.08 mm) were extensively washed in TBS, 

incubated in blocking solution (TBS; 3% BSA; 0.1% Triton X-100) for 1 hour, then incubated 

with the polyclonal rabbit anti-GFAP antibody (1:1000, Z0334, Dako, Les Ullis, France) in 

TBS; 1% BSA; 0,1% Triton X-100 at 4°C overnight. Sections were then incubated with 

Thioflavin T solution (#T3516-5G, Sigma-Aldrich) (final concentration: 1 mg/mL in the 

antibody buffer) for 15 minutes. After washing in 70% ethanol for 5 minutes and in TBS for 30 

minutes, sections were incubated with the AlexaFluor 594 goat anti-rabbit antibody (1:1000, 

A11012, Life Technologies) for 2 hours. After TBS washes and cell nuclei staining with 

Hoechst dye (1:5000, Life Technologies, Saint Aubin, France) for 5 minutes, sections were 

mounted on poly-L-lysine slides. Images were acquired with an AxioImager Z1 microscope 

(Carl Zeiss S.A.S., Marly le Roi, France). All analysis was performed blindly and automatically 

with the Image J software. For Thioflavin T and GFAP staining, data are respectively presented 

as the mean number of particles per mm2 and as the mean intensity in area fractions. For 

representative images, mosaic sequential scans with a 10X objective were taken. 

 

2.3.9. Western blotting 

Cortex samples were sonicated (Vibracell 75185) in 800µL lysis buffer containing 20mM Tris-

HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 10 mM NaF, 1 mM Na4P2O7, 2 mM Na3VO4, 

50 mM β-glycerophosphate and a protease inhibitor cocktail (Roche Applied Science) on ice 

and centrifuged (20.000 g, 20 min, 4°C). The proteins in the resulting supernatants were 

separated by SDS-PAGE electrophoresis and transferred to PVDF membrane. The membranes 

were blocked with non-fat dried-milk for 1 hour, probed with primary antibodies for GFAP 

(1:5000, Z0334, Dako) and Iba1 (1:2000, NBP2-19019, NovusBio) overnight at 4°C and then 
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with secondary horseradish peroxidase antibodies for 2 hours. Actin detection using anti-actin-

HRP antibody (1:5000, SC-47778, SantaCruz) was used as the loading control. Proteins bands 

were visualized with an ECL detection kit, and band intensity was quantified with the Image J 

software. 

 

2.3.10. Quantification of APP cleavage products 

Hippocampus samples were homogenized as described before [11]. Briefly, samples were 

homogenized on ice in 400 µL lysis buffer containing 20 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 

and a protease inhibitor cocktail (Roche Applied Science). The resulting homogenates were 

centrifuged (540.000 g, 20 min, 4°C) and supernatants (soluble fraction) were stored at -80°C. 

Pellets were resuspended by sonication in 400 µL of 6 M Guanidine-HCl in 50 mM Tris-HCl, 

pH 7.6, and centrifuged (265.000 g, 20 min, 4°C). Supernatants (insoluble fraction) were stored 

at -80°C.  

ELISA kits for human Aβ40, Aβ42, sAPPα and sAPPβ-swedish (#JP27713, #JP27711, 

#JP27734, #JP27733, IBL International) and mouse-rat Aβ40, Aβ42 (#JP27720, #JP27721) were 

used according to the manufacturer’s instructions. Results were normalized to the protein 

concentration of each sample. 

 

2.3.10. Quantification of AChE activity in brain samples 

The amount of active AChE units was determined following the method of Ellman [29]. Briefly, 

cortex homogenates prepared in "Western blotting" section were diluted 1:10 in 20 mM Tris-

HCl pH 7.4 and 50 µL were loaded in duplicate in a 96-well plate. 50µL of a 1:1 mix of 2 mM 

acetylthiocholine iodide (A5751, Sigma-Aldrich) diluted in milli-Q water and 0.2mM DTNB 

(D218200, Sigma-Aldrich) diluted in 20 mM Tris-HCl pH 7.4 were added to the wells. Standard 

curve was performed using AChE enzyme (C3389, Sigma-Aldrich) diluted in 20 mM Tris-HCl 

pH 7.4 and 1% BSA at 100, 50, 25, 12.5, 6.25 and 3.125 mU/mL. After a 5-min incubation time 

in the dark, the absorption was measured at 405 nm. Results were normalized to the protein 

concentration of each sample.  

 

2.3.9. 16S targeted metagenomics 

The bacterial population present in the samples has been determined using next generation high 

throughput sequencing of variable regions of the 16S rRNA bacterial gene, with a specific 

protocol established by Vaiomer. The metagenomics workflow was used to classify organisms 

from a metagenomic sample by amplifying specific regions in the 16S ribosomal RNA gene 
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and was exclusive to bacteria. Extraction steps, library construction and sequencing and 

bioinformatics pipeline have been described in [32]. 

 

2.3.10. Statistical analysis 

Results were expressed as mean ± SEM. Significant effects of treatments were 

determined by ANOVA analysis followed by post hoc test (Bonferroni's or LSD Fisher's) in 

the case of multiple comparison groups, as indicated in the legends of the figures. In case of 

missing values, a mixed-effect model with Geisser-Greenhouse correction, followed by 

Dunnett's test was used. When the distribution was not Gaussian, non-parametric Kruskal-

Wallis test followed by Dunn's multiple comparisons test were used. In all other cases, the 

unpaired Student's t test was used. For all statistical tests, p < 0.05 was considered significant. 

Analysis was performed with Statview® software and GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, 

La Jolla, CA). 
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3. Results  

 

3.1 Synthesis of donecopirdine 

 Donecopirdine was obtained following a multi-step sequence which was previously 

reported in [28]. Briefly, this sequence starts with the carbonyldiimidazole (CDI) activation of 

4-amino-5-chloro-2-methoxybenzoic acid (1) (Scheme 1) [9] followed by the synthesis of a β-

ketoester (2) with a 62% yield. A nucleophilic substitution with N-Boc 4-

(iodomethyl)piperidine allowed us to install the methylpiperidine moiety at room temperature 

in order to prevent a double substitution from happening. This nucleophilic substitution was 

immediately followed by a saponification–decarboxylation with hydroalcoholic potassium 

hydroxide which gave 3 in a 86% yield. Finally, donecopirdine was obtained by releasing the 

nitrogen atom through TFA-N-deprotection of 3, immediately followed by another nucleophilic 

substitution with 4-bromo-3-(iodomethyl)phenol. The fumaric acid salt of donecopirdine was 

synthesized using fumaric acid in iPrOH. 

	 	

Scheme 1: Synthetic pathways for access to donecopirdine. Conditions and reagents: (a) CDI, THF; (b) 

KO2CCH2CO2Et, MgCl2, THF; (c) N-Boc 4-iodomethylpiperidine, K2CO3, DMF; (d) KOH, EtOH/H2O; (e) 
TFA, 1,4-dioxan or DCM; (f) 4-bromo-3-(iodomethyl)phenol, K2CO3, 1,4-dioxane or DMF; (g) fumaric acid, 

iPrOH. 

 

3.2 Donecopirdine is a potent MTDL towards AChE, 5HT4R and 5HT6R 

In the following tests, donepezil (DPZ) was used as a reference AChE inhibitor 

(AChEI), idalopirdine as a selective 5-HT6R ligand and RS 67333 as a reference 5-HT4R ligand 

(Figure 1). Donecopirdine was evaluated as a potential inhibitor of human AChE, using the 

Ellman assay [29], as well as a potential ligand for human 5-HT6R and 5-HT4R using a 

radioligand displacement assay (Table 1).  
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Figure 1: Structure of donepezil, RS 67333, idalopirdine and 5k. 

 

 
(h)AChE (h)5-HT6R (h)5-HT4R 

%10
-6

M %10
-6

M %10
-8

M %10
-6

M %10
-8

M 

Donepezil* 97 - - - - 

Idalopirdine* - 106 88 - - 

RS 67333* - - - 100 42 

5k* 89 80 9 98 25 

Donecopirdine 86 98 19 100 45 

 
Table 1. (h)AChE inhibitory activity, (h)5-HT6R and (h)5-HT4R affinity for donepezil, idalopridine, RS 67333, 

our previously described compound 5k and donecopirdine (% inhib at 10-6M, 10-8M and 10-8 M respectively). * 

Data previously reported in [28] 

 

Donecopirdine displayed submicromolar activities towards (h)AChE, 5-HT4R and 

5-HT6R (Table 2). Its activity is quite better for the two serotonergic receptors than for AChE. 

Nevertheless, AChE inhibitory property is acceptable since getting three activities towards 

three distinct targets is very challenging. 

 

(h)AChE (h)5-HT6R (h)5-HT4R 

IC
50

 (nM) 

(n = 2) 

Ki (nM) 

(n = 3) 

Ki (nM) 

(n = 3) 

Donepezil* 7 ± 1.5 ND ND 

Idalopirdine* ND 6.9 ± 1.2 ND 

RS 67333* ND ND 5.1± 0.5 

5k* 161 ± 43 230 ± 49 168 ± 15 

Donecopirdine 274 ± 8 91 ± 11 29 ± 12 

 
Table 2. (h)AChE inhibitory activity (IC50) and (h)5-HT6R and (h)5-HT4R affinity (Ki) for donepezil, idalopirdine, 

RS 67333, our previously described compound 5k and donecopirdine. ND, not determined. 
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On the basis of these results, the pharmacological profiles of donecopirdine towards 

5-HT4R and 5-HT6R were determined in COS-7 transiently expressing one or the other 

receptor. SB 271046 was used as a control 5-HT6R full antagonist and 5-HT as control 5-HT4R 

full agonist. Donecopirdine acted as a partial agonist towards (h)5-HT4R, slightly more potent 

than RS 67333 (Table 3 and figure 2A), and as an inverse agonist towards (h)5-HT6R in the 

same way as idalopirdine (Figure 2B). As a 5-HT4R partial agonist, donecopirdine should 

promote the non-amyloidogenic processing of APP and thus the release of sAPPα. The capacity 

of donecopirdine to promote sAPP secretion was evaluated on COS-7 cells expressing 5-HT4R. 

To the same extend as RS 67333, donecopirdine dose-dependently induced the release of APP 

extracellular domain (Table 3 and figure 2C). Interestingly, we demonstrated that 

donecopirdine was able to reverse the constitutive activity of the 5-HT6R, thus behaving as an 

inverse agonist (Figure 2D). SB 271046 and idalopirdine are also inverse agonists towards 

5-HT6R. 

 
 
Figure 2: Pharmacological profile of donecopirdine. Experiments demonstrating partial agonist activities of RS 

67333 and donecopirdine towards (h)5-HT4(a)R (A) and antagonist activities of SB 271046, idalopirdine and 

donecopirdine towards (h)5-HT6R stimulated with 5.10-7M of 5-HT (B); data are means ± standard error of the 

mean (SEM); n = 3. (C) Representative experiment illustrating the promotion of sAPP secretion by RS 67333 and 

donecopirdine in COS-7 cells expressing (h)5-HT4(a)R. (D) Inverse agonist activities of SB 271046, idalopirdine 

and donecopirdine (10-4M) towards (h)5-HT6R in absence of 5-HT (means ± SEM of two independent experiments 

performed in duplicates). 
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 (h)5-HT4R (h)5-HT6R 

 

cAMP sAPP cAMP 

EC50 (nM) 

(n = 3) 

EC50 (nM) 

(n = 3) 

IC50 (nM) 

(n = 3) 

5-HT 6.3 ± 4.9 32.3 ± 4.4 ND 

RS 67333 2.6 ± 2.1 15.4 ± 8.1 ND 

SB 271046 ND ND 41.9 ± 8.0 

Idalopirdine ND ND 595 ± 308 

Donecopirdine 0.4 ± 0.1 19.6 ± 6.5 1484 ± 282 

 
Table 3. Functional pharmacological profile of donecopirdine. (h)5-HT4R agonist activity (EC50) towards 

cAMP production and sAPP release for 5-HT, RS 67333 and donecopirdine. h)5-HT6R antagonist activity (IC50) 

towards cAMP production for SB 271046, idalopirdine and donecopirdine. ND, not determined. 

 

 

3.3 Donecopirdine presents antioxidant properties 

 Donecopirdine antioxidant ability was evaluated in two tests, DPPH, and ORAC [33].	

The ORACFl assay was conducted in an aqueous medium according to well-described 

procedure. It evaluates the antioxidant activity via a Hydrogen Atom Transfert (HAT) 

mechanism. Calculating the AUC of the fluorescence decrease for 1.5 hours, quantitative and 

kinetic aspects are both taken into account. In that test, donecopirdine showed a noticeable 

antioxidant activity which appeared	 to	be	3-fold	more	potent	 than	Trolox® (6-Hydroxy-

2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic Acid), a	 widely	 used	 antioxidant	 reference	

compound.	(Table 4). The DPPH assay was performed in an organic solvent and enabled the 

evaluation of antioxidant activity following a Single-Electron-Transfer (SET) mechanism as 

described in [34]. Here, donecopirdine presented no activity. 

 

 
ORAC  

(µMcompound / µM 

Trolox®) 

DPHH 

EC50 at 60 min 

(nM) 
 

Donecopirdine 2.88 ± 0.15 > 250 

Quercetin 6.50 ± 0.73 xx ± xx 

Trolox® 1 22.5 ± 0.9 

 
Table 4: In vitro antioxidant activities of donecopirdine 
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3.4 Donecopirdine presents a safe toxicological profile 

 In Swiss male mice (8-week-old), donecopirdine (fumarate salt) showed a slight and 

transient hyperactivity at subtoxic doses 1-10 mg/kg and a slight and transient hypoactivity at 

100 mg/kg (i.p. administration). At toxic dose, 100 mg/kg, no mortality was observed over 24 

hours, which suggests that lethal dose is higher than 100 mg/kg (a weight loss of 1.2 g average 

has been noticed 24 hours after the injection). The spontaneous locomotor activity was not 

affected by the tested doses of 1, 3 and 10 mg/kg (Figure 3A). 

 

Figure 3: Effect of donecopirdine on spontaneous activity and scopolamine-induced impairment. Donecopirdine 
does not modify the spontaneous activity of Swiss mice (A). Chlorpromazine and amphetamine were used as 

controls. Data are expressed as means ± SEM (n = 8/group). *p < 0.05 vs. vehicle (Kruskal-Wallis test followed 

by Dunn's test). Effect of donecopirdine on scopolamine-induced impairment during the spontaneous alternation 

test. Data are expressed as means ± SEM (n = 10/group). Drugs were administered i.p. 30 min before the test, and 

scopolamine was administered s.c. 20 min before the test. **p < 0.01, *p < 0.05 vs. 50% (Wilcoxon test). ##p < 

0.01, #p < 0.05 vs. vehicle alone (Kruskal-Wallis test followed by Dunn's test). 

 

3.5 Donecopirdine partially counteracts the scopolamine-induced impairment 

 In Swiss male mice (8-week-old), donecopirdine (fumarate salt) exhibited an 

antiamnesic effect at 1 and 10 mg/kg in regards to scopolamine-induced spontaneous 

alternation deficits (Figure 3B). No significant effect was seen at the 3 mg/kg dose. 

 

 

3.6 Chronic donecopirdine administration prevents cognitive deficits in 5XFAD mice 

 It is now well documented that administration of 5-HT4R agonists or 5-HT6R 

antagonists can improve memory and learning performance [11, 12, 21, 35-38]. Therefore, we 

investigated whether chronic administration of donecopirdine could also exert pro-cognitive 

and/or preventive effects in 5XFAD mice, a mouse model of AD. 5XFAD mice and WT 

littermates, both treated with vehicle, were used as control groups. 5XFAD mice treated with 

DPZ were included as comparison with a symptomatic treatment currently available. Each 
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group was injected twice a week at 1 mg/kg for 6-week-old to 6-month-old (18 weeks of 

treatment). Episodic-like memory of the mice was assessed at 5-month-old using the NOR 

(Novel Object Recognition) paradigm (Supplementary figure 1A). Of importance, these 

experiments were conducted using animals bred in SOPF (Specific and Opportunist Pathogen 

Free) animal housing. The amyloid pathology is dependent of the microbiota composition and 

animal housing status [39] but also of the genetic background of the mice 

(https://www.jax.org/strain/006554). Consequently, the appearance of memory impairment can 

be delayed in SOPF 5XFAD mice in comparison with conventionally bred mice (memory 

impairment at 4 months of age in C57BL/6SJL, [11]). In the current experiments, the cognitive 

deficits of SOPF 5XFAD (C57BL/6J background) were only detectable at the age of 5 months 

(Supplementary figure 1A), which can be considered as a "mild cognitive impairment" status 

for the mice. 

 

 The NOR test was performed in a V-maze [40] after 14 weeks of treatment. To evaluate 

the long-term recognition memory performances of the mice, an inter-trial interval of 24h was 

applied between two exploration trials of 5 min. In this paradigm, the 5XFAD mice were unable 

to discriminate between familiar and novel object (Figure 4A-B). The transgenic mice that 

received donecopirdine presented memory performances similar to WT mice treated with 

vehicle (Figure 4A-B) with a discrimination index that is close to significance (p = 0.052). 

However, in the same conditions, donepezil was unable to prevent the cognitive impairment of 

the 5XFAD mice. Mice treated with donepezil and donecopirdine presented a decrease in the 

total exploration time in comparison with WT mice (Figure 4C). Nevertheless, their exploratory 

ability was not different from the total exploration time of the 5XFAD treated with vehicle. As 

a result, donecopirdine showed superior potential than donepezil to preserve episodic-like 

memory in the NOR test. 
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Figure 4. Effects of test items on recognition memory, learning capacities and long-term memory. Six-week-

old 5XFAD females and WT littermates were treated with donecopirdine, donepezil (1 mg/kg) or vehicle, twice a 

week for 14 and 18 weeks before NOR and Barnes maze (BM) tests, respectively. (A-C) NOR test with 5-min 
exploration sessions and a 24-hr intersession interval. (A) Time spent by mice exploring familiar and novel objects 

during test session. *p < 0.05, significantly different from familiar object (two-way repeated-measures ANOVA 

with object and treatment as factors, followed by Bonferroni's test). (B) Discrimination index calculated by using 

exploration times in test session and formula [(novel − familiar)/(familiar + novel)]. Indices different from zero: 

#p < 0.05, significantly different from zero (one sample Student's t test). (C) Total exploration time in test session 

***p < 0.0001, significantly different from 5XFAD-vehicle group (One-way ANOVA followed by Bonferroni’s 

test). (D-F) Barnes maze test with 5 training trials and 48h-probe test. (D) Learning curves representing the primary 

latency to target during the 5 training days. **p < 0.01, *p < 0.05 vs. T1 trial (Two-way ANOVA followed by 

Bonferroni's test). (E-F) Probe trial performance 48 h after the last training session. (E) Primary Latency to target 

**p < 0.01 vs. WT treated with vehicle (Kruskal-Wallis test followed by Dunn's test). (F) Time spent in target 

quadrant. ##p < 0.05 different from chance level indicated with a dashed line (unpaired Student’s t test). Data are 

the mean ± SEM (n = 7-9 mice/group for 5XFAD, n = 11-14 for WT); each dot corresponds to a mouse in A-C 

and E-F. 

 

 Two days after the last administration of the drugs (T18, Scheme 2), Barnes maze 

experiment was performed to assess for learning and memory performances of the mice. We 

used a shortened protocol developed by Attal et al. that was proven efficient in a mouse model 

of AD [41]. After 5 training sessions, 5XFAD mice demonstrated clear impairment in learning 

compared to WT mice, with a primacy latency to target of 42-47 seconds in average for 5XFAD 

mice and 14 seconds for WT mice (Figure 4C). WT-vehicle treated mice presented significant 

W
T - 

Veh
ic

le

5X
FA

D
 - 

Veh
ic

le

5X
FA

D
 - 

D
onep

ez
il

5X
FA

D
 - 

D
onec

opir
din

e
0

20

40

60

80

100

120

T
im

e
 i
n

 t
a
rg

e
t 

q
u

a
d

ra
n

t 
(s

)

BM - Probe test 

## p = 0.07

W
T - 

Veh
ic

le

5X
FA

D
 - 

Veh
ic

le

5X
FA

D
 - 

D
onep

ez
il

5X
FA

D
 - 

D
onec

opir
din

e
0

50

100

150

P
ri

m
a
ry

 l
a
te

n
c
y
 (
s
)

BM - Probe test

✱✱

W
T - 

Veh
ic

le

5X
FA

D
 - 

Veh
ic

le

5X
FA

D
 - 

D
onep

ez
il

5X
FA

D
 - 

D
onec

opir
din

e
-0.5

0.0

0.5

1.0

D
is

c
ri

m
in

a
ti

o
n

 I
n

d
e
x

# p = 0.05

T1 T2 T3 T4 T5
0

20

40

60

80

100

P
ri

m
a
ry

 l
a
te

n
c
y
 (

s
)

Barnes maze - Learning

WT - Vehicle

5XFAD - Vehicle

5XFAD - Donepezil

5XFAD - Donecopirdine

✱

✱✱

✱✱

BA C

W
T - 

Veh
ic

le

5X
FA

D
 - 

Veh
ic

le

5X
FA

D
 - 

D
onep

ez
il

5X
FA

D
 - 

D
onec

opir
din

e
0

20

40

60

T
o

ta
l 
e
x
p

lo
ra

ti
o

n
 t

im
e
 (
s
)

✱✱✱✱ ns

ns

W
T - 

Veh
ic

le

5X
FA

D
 - 

Veh
ic

le

5X
FA

D
 - 

D
onep

ez
il

5X
FA

D
 - 

D
onec

opir
din

e
0

20

40

60

80

100

E
x
p

lo
ra

ti
o

n
 t

im
e
 (

%
)

✱ ns ns ✱

Novel object

Familiar object

ED F

Novel object recognition test



	 21 

decrease of primary latency at trials T3, T4 and T5 (two-way repeated-measure ANOVA with 

Geisser-Greenhouse correction, treatment and trial as factors, followed by Bonferroni's test; p 

= 0.0313, p = 0.0081 and p = 0.0028, respectively vs. T1). Donecopirdine-treated animals 

presented a learning slope similar to the WT mice during the 3 first training sessions. Moreover, 

donecopirdine was capable to partially prevent the memory deficits of 5XFAD mice, as attested 

by a slower primary latency to target (Figure 5D) and more occupancy of the target quadrant 

(Figure 5E) in the probe test. Conversely, donepezil was unable to prevent learning and memory 

impairment in this paradigm, as donepezil-treated mice presented cognitive deficits similar to 

the 5XFAD control mice (Figure 4C-E). 

 

3.7 Chronic donecopirdine administration reduces amyloid pathology and astrogliosis in 

5XFAD mice 

Amyloid load in the brains of the 5XFAD mice showed a significant decrease in 

compact amyloid plaques in the entorhinal cortex of donecopirdine-treated animals compared 

with mice that received the vehicle (Figure 5A and supplementary figure 2A). No significant 

effect was detected with donepezil treatment. Quantification of human Ab species in brain 

extracts confirmed a reduction of Ab42 levels and a downward trend of Ab40 peptides in 

insoluble fractions from donecopirdine group (Figure 5B, C). Quantification of human Ab40 

and Ab42 peptides in donepezil-treated group showed also a decreasing trend, which did not 

reach significance. No significant effect was detected in the soluble fractions, whatever the 

treatment or the APP-derived species investigated (human amyloid peptides and soluble 

fragments sAPPa and sAPPbSwe) (Supplementary figure 2B, C). Interestingly, the analysis of 

murine amyloid peptides showed higher Ab40 and Ab42 levels in 5XFAD mice compared to 

WT littermates, adaptative resultant of the overexpression of human mutated APP in the 

transgenic mice (Figure 5D, E). The level of murine Ab peptides in mice treated with 

donecopirdine and donepezil was not significantly different from vehicle-treated 5XFAD 

group. 

Astrogliosis and microgliosis were evaluated using immunoblotting of GFAP and Iba1, 

respectively, in brain homogenates from WT and 5XFAD mice. As expected, our analyses 

revealed a huge increase of the neuroinflammation in 5XFAD mice in comparison to WT 

littermates, with significant increase of GFAP (Figure 5F) and Iba1 markers (Supplementary 

figure 2D). Donecopirdine, but not donepezil, was able to reduce the level of GFAP (Figure 

5F). The two molecules had no significant effect on Iba1 quantity in the brain extracts. 
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Collectively, these results show that donecopirdine chronic treatments reduced 

amyloidosis and astrogliosis in 5XFAD mice, whereas in the same paradigm, donepezil was 

unable to achieve such effects. 

 

 
 

Figure 5. Effects of test items after 18 weeks of chronic treatment in 5XFAD mice. Six-week-old 5XFAD 

females and WT littermates were treated twice a week with donecopirdine, donepezil (1 mg/kg) or vehicle. (A) 

Quantification of amyloid plaque load (number of plaques/mm2, Thioflavin T staining) and representative 

epifluorescence microphotographs of thioflavin T staining in the entorhinal cortex (a-c) from 5XFAD mice. *p < 

0.05, significantly different from 5XFAD-vehicle group (two-way ANOVA followed by Fisher’s LSD test). (B-

E) Quantification of amyloid load in mouse brain extracts: human Ab40 (B) and Ab42 (C) in insoluble hippocampal 

fractions; murine Ab40 (D) and Ab42 (E) in cortical total fraction. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05, vs. 5XFAD-

vehicle (Kruskal-Wallis pairwise test) (F) Immunoblot analysis of GFAP in cortical homogenates and 

densitometric analysis of immunoblots (normalized by the amount of actin), with the levels in the 5XFAD-vehicle 

group set as 100%. (G) AChE activity assessed in cortical homogenates. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05, vs. 

5XFAD-vehicle (One-way ANOVA followed by Fisher’s LSD test). All results are expressed as mean ± SEM, 

sample size is indicated within the bars. Scale bar: 200 µm. PRh: Perirhinal cortex; DIEnt: dorsal intermediate 

entorhinal field; vSub, ventral subiculum. 
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3.8 Chronic donecopirdine administration reduces AChE activity in 5XFAD mice 

 Donecopirdine was conceived to exert, as donepezil, a symptomatic effect via the 

blockade of AChE activity. After 18 weeks of chronic administration with donepezil and 

donecopirdine, comparative enzymatic activity of AChE was assessed on brain extracts from 

5XFAD mice. We found a clear reduction of the AChE activity in brains of donepezil treated 

mice (Figure 5G). Surprisingly, the reduction of this enzymatic activity was even more 

pronounced for donecopirdine-treated mice, despite in vitro evaluations showing a weaker 

inhibitory property for donecopirdine compared to donepezil. These results demonstrated that 

AChE was acceptably engaged by donecopirdine in our chronic preventive paradigm. 

 

3.9 Chronic administration of drugs induces changes in the intestinal microbiota 

Microorganisms (bacteria, viruses, parasites and fungi) in the intestine are major players 

in human health and influence brain functions [42]. The composition of the gut microbiota or 

microbial signature is important in controlling mood, food intake, cognition and memory [43-

45]. The intestinal microbiota appears to be modulated during aging and in neurological 

pathologies. In humans, the characterization of the intestinal microbiota reveals dysbiosis in 

Alzheimer's patients versus healthy controls [46-49]. Different microbial compositions are also 

observed in experimental animal models of AD vs. WT littermates [39, 50-52]. To perform a 

complete evaluation of the drugs, including their impact on the microbiome, we analyzed the 

bacterial composition of the fecal microbiota in drug and vehicle-treated mice using 16S 

ribosomal RNA (rRNA) sequencing. 

Considering the alpha diversity, no major difference in bacterial richness or evenness 

was detected between SOPF WT and 5XFAD mice treated with vehicle (Figure 6A). An 

increasing trend in alpha diversity was shown in pairwise analysis (Supplementary figure 3A), 

that is in opposition with the decreasing trend observed in conventional housing 

(Supplementary figure 4A). The beta diversity analysis of SOPF WT and 5XFAD confirmed 

no major divergence between the two groups (Supplementary figure 4B), in opposition to a 

clear separation of WT and 5XFAD groups in conventional housing (Supplementary figure 3B). 

Relative abundance of taxa at phylum, genus or species (Supplementary figures 4C-E) 

confirmed few discriminant features between SOPF WT and 5XFAD mice at 6 months of age. 

Statistical analysis revealed, at the genus level, an increase of Lachnospiraceae UCG-006 and, 

at the species level, an increase of Clostridiales bacterium CIEAF 026 and the same trend for 

C. bacterium CIEAF 021 (Supplementary figures 4E, F). On the contrary in conventional 

housing, the microbiota composition of WT and 5XFAD is extremely divergent, as attested by 
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the relative abundance of taxa at phylum, genus or species and the statistical pairwise 

comparison using LefSe analysis (Supplementary figures 3C-E). Collectively, these results 

showed that at 6-month-old in SOPF housing, the bacterial dysbiosis of 5XFAD is not installed, 

in contrary to what happened in our conventional housing and to the dysbiosis reported by other 

groups at 9-month-old [53]. 

 

Figure 6. Effects of donepezil and donecopirdine on fecal microbiota composition after 18 weeks of chronic 

treatment in 5XFAD mice. (A) Alpha diversity as measured by Chao1's, Shannon’s and Simpson's indexes. Data 

are presented as min to max, featuring means, each dot represents a mouse. (B-D) relative abundance of taxa. 

Relative abundance of modulated taxa at the genus level (B) or at the species level (D). Only the species with 

abundance ≥ 0,04% have been considered. Data (n = 8) are presented as violin plots featuring frequency 

distribution of data, median (dashed line) and quartiles (dotted line). (C) Synthetic diagram presenting relative 

abundance of species composition within annotated bacteria. *p < 0.05 (Kruskal-Wallis followed by Dunn's test). 
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Donepezil treatment induced a significant decrease of alpha diversity at the operational 

taxonomy units (OTU) in comparison with 5XFAD mice treated with vehicle, as shown by the 

Shannon index, which is more sensitive to the richness and evenness of the samples (Figure 

6A). This effect is also detected in pairwise comparisons by the Simpson index (more sensitive 

to the evenness) (Supplementary figure 5A). No major impact of donecopirdine treatment was 

visible on bacterial richness or evenness ((Figure 6A and Supplementary figure 6A). Beta 

diversity analysis of the two treatments revealed dissimilarities induced by the drugs: for 

donepezil the diversity and the dispersion are statistically different vs. 5XFAD-vehicle group 

(PERMANOVA, p = 0.02 and PERMDISP, p = 0.04, using unifrac index); for donecopirdine 

the diversity and dispersion are close to significance (PERMANOVA, p = 0.06, using jaccard 

index and PERMDISP, p = 0.07, using unifrac index). Comparing the 4 groups of mice, 

donepezil induced a significant decrease of the Canditatus saccharimonas genus and of the 

Clostridiales bacterium CIEAF 026 species. A decreasing trend of the Lachnoclostrium genus 

was also observed in donepezil-treated group (Figure 6B-D). Donecopirdine treatment resulted 

in a significant increase in two genera, Bacteroides and Rikenellaceae RC9 gut group, and a 

reduction in the abundance of the Lachnospiraceae bacterium A2 species (Figure 6B-D). 

Pairwise comparisons of drug-treated groups with 5XFAD-vehicle group (Supplementary 

figures 5C-E and 6C-E) using the LEfSe analysis, revealed a divergence in fecal microbiota 

composition of 3 genera and 5 species for donepezil treatment (Supplementary figures 5F,G) 

and of one phylum, 4 genera and one species for donecopirdine treatment (Supplementary 

figures 6F,G). 

Collectively, these results demonstrated that donepezil and donecopirdine differentially impact 

gut microbiota composition after chronic treatment in 5XFAD mice. The complementary 

metabolomic analysis of fecal and blood sample will provide insights to mechanically 

comprehend the interplay between drugs and bacteria. 

 

3.10 Ten-day administration of donecopirdine has a curative effect in 5XFAD mice 

Our first set of data aimed to evaluate the preventive potential of donecopirdine in 

5XFAD mice. However, as the diagnosis of AD is often made after the appearance of cognitive 

deficits, we conducted a second analysis using a subchronic protocol (Supplementary figure 

1B). 5-month-old 5XFAD mice have been treated twice a day during ten consecutive days with 

vehicle or 1.5 mg/kg of donepezil or donecopirdine. Long-term recognition memory 

performances of the mice, was assessed using the NOR test in a rectangular arena and the same 

inter-trial interval of 24h between two exploration trials of 5 min used previously. In this 
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paradigm, the 5XFAD mice were unable to discriminate between familiar and novel object 

(Figure 7A-B). The donecopirdine-treated group presented memory performances similar to 

WT mice treated with vehicle (Figure 7A-B) with a significant discrimination index. However, 

in the same conditions, donepezil was unable to prevent the cognitive impairment of the 

5XFAD mice. Mice treated with donepezil and donecopirdine presented a decrease in the total 

exploration time in comparison with WT mice (Figure 7C). Nevertheless, their exploratory 

ability was not different from the total exploration time of the 5XFAD treated with vehicle. As 

a result, donecopirdine demonstrated its ability to restore episodic-like memory in the NOR 

test, while donepezil was unable to be effective in this "curative" treatment paradigm. 

  

Figure 7. Effects of test items on recognition memory of 5-month-old 5XFAD mice. 5XFAD females and WT 
littermates were treated with donecopirdine, donepezil (1.5 mg/kg) or vehicle, twice daily for 10 days before NOR 

test. (A-C) NOR test with 5-min exploration sessions and a 24-hr intersession interval. (A) Time spent by mice 

exploring familiar and novel objects during test session. *p < 0.05, **p < 0.01, significantly different from familiar 

object (two-way repeated-measures ANOVA with object and treatment as factors, followed by Bonferroni's test). 

(B) Discrimination index. Indices different from zero: #p < 0.05, ##p < 0.01, significantly different from zero (one 

sample Student's t test). (C) Total exploration time in test session ***p < 0.001, significantly different from 

5XFAD-vehicle group (One-way ANOVA followed by Bonferroni’s test). Data are the mean ± SEM (n = 8-11 

mice/group for 5XFAD, n = 8 for WT); each dot corresponds to a mouse in A-C. (D) Quantification human Ab40 

(left Y-axis) and Ab42 (right Y-axis) in mouse brain extracts in insoluble hippocampal fractions. (E) Immunoblot 

analysis of GFAP in cortical homogenates and densitometric analysis of immunoblots (normalized by the amount 

of actin), with the levels in the 5XFAD-vehicle group set as 100%. ***p < 0.001, *p < 0.05, vs. 5XFAD-vehicle 

(One-way ANOVA followed by Fisher’s LSD test). All results are expressed as mean ± SEM, sample size is 

indicated within the bars. 
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 Unexpectedly, donepezil treatment reduced Ab40 level in hippocampal insoluble 

fraction, whereas donecopirdine showed no significant effect on amyloid load (figure 7A and 

Supplementary figure 7A, B). The 10-day-treatments had no impact on APP-derived soluble 

fragments (Supplementary figure 7C, D). However, analysis of astrogliosis demonstrated that 

donecopirdine was able to reduce the neuroinflammation in the 5XFAD mice whereas 

donepezil had no significant effect on GFAP level (Figure 7 E). 

 

To conclude, these results demonstrated that donecopirdine, a triple activity molecule, present 

interesting therapeutic potential in preclinical models of AD. Administration of the drug to 

5XFAD mice was able to prevent the appearance of cognitive impairments but also to revert 

memory deficit at the beginning of their manifestation. In the tested paradigms, donepezil was 

inefficient. Donecopirdine action is associated with microbiome and metabolome modulations. 

 

This article will be further completed by on-going analysis assessing the following items: 

- Complementary analysis of metabolome 

- Preliminary analysis of microbiome modulation upon subchronic treatments 
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Supplementary figure 1. Design of the chronic (A) and subchronic (B) administration experiments in 5XFAD 

mice. NOR, Novel Object Recognition test. 

	

	 	

Age (months)

Time (days)

Compound administration twice a day 

START NOR †

5

D1 D7 D10

Feces/brain

sampling

B Curative-treatment paradigm

A Preventive-treatment paradigm

Compound administration twice a week 

START NOR

Barnes

maze †

1.5

W1

5

W14

6

W18 W19

Feces/blood

sampling

Feces/blood

sampling Brain

sampling

Age (months)

Time (weeks)

MEMORY 

DEFICITS



	 32 

	

	
Supplementary figure 2. Effects of test items after 18 weeks of chronic treatment in 5XFAD mice. Six-week-old 

5XFAD females and WT littermates were treated twice a week with donecopirdine, donepezil (1 mg/kg) or vehicle. 

(A) Representative epifluorescence microphotographs of thioflavin T (in green), GFAP (in red) and Hoechst 

staining in the hippocampus from 5XFAD mice. (B-C) Quantification of amyloid load in mouse brain extracts: 

human Ab40 and Ab42 (B), sAPPa and sAPPb in soluble hippocampal fractions. (D) Immunoblot analysis of Iba1 
in cortical homogenates and densitometric analysis of immunoblots (normalized by the amount of actin), with the 

levels in the 5XFAD-vehicle group set as 100%. *p < 0.05, vs. 5XFAD-vehicle (One-way ANOVA followed by 

Fisher’s LSD test ), ns: non-significant. All results are expressed as mean ± SEM, sample size is indicated within 

the bars. Scale bar: 200 µm. Cx: cortex; DG: hippocampal dentate gyrus; CA1-CA3: Cornu Ammonis 1 to 3 of 

the hippocampus; Th: thalamus; cc: corpus callosum. 
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Supplementary figure 3. Fecal microbiota composition in conventionally housed 5XFAD mice and WT 

littermates at 6-month-old. (A) Alpha diversity as measured by Chao1's, Shannon’s and Simpson's indexes. Data 

are presented as min to max, featuring means, each dot represents a mouse. (Kruskal-Wallis followed by Dunn's 

test). (B) Beta diversity using Bray-Curtis index. (C) Relative abundance of taxa at the phylum level. (D) Synthetic 

diagram presenting relative abundance of species composition within annotated bacteria. (E) Synthetic cladogram 
presenting dysregulated OTU and bacterial taxa increased in WT (green) or increased in 5XFAD (red) identified 

by LEfSe analysis. 
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Supplementary figure 4. Fecal microbiota composition in SOPF 5XFAD mice and WT littermates at 6- month-
old. (A) Alpha diversity as measured by Chao1's, Shannon’s and Simpson's indexes. Data are presented as min to 

max, featuring means, each dot represents a mouse. (Kruskal-Wallis followed by Dunn's test). (B) Beta diversity 

using Bray-Curtis index. (C) Relative abundance of taxa at the phylum level. (D) Synthetic diagram presenting 

relative abundance of species composition within top 20 annotated bacteria. (E) Synthetic cladogram presenting 

dysregulated OTU and bacterial taxa increased in 5XFAD (red) identified by LEfSe analysis. (F) Relative 

abundance of modulated taxa at the genus level (g) or at the species level (s). Only the species with abundance ≥ 

0,04% have been considered. Data (n = 8) are presented as violin plots featuring frequency distribution of data, 

median (dashed line) and quartiles (dotted line).  
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Supplementary figure 5. Fecal microbiota composition in SOPF 5XFAD mice after 18 weeks of chronic 

treatment with donepezil or vehicle. (A) Alpha diversity as measured by Chao1's, Shannon’s and Simpson's 

indexes. Data are presented as min to max, featuring means, each dot represents a mouse. *p < 0.05 (Kruskal-

Wallis followed by Dunn's test). (B) Beta diversity using Bray-Curtis index. (C) Relative abundance of taxa at the 
phylum level. (D) Synthetic diagram presenting relative abundance of species composition within top 20 annotated 

bacteria. (E) Synthetic cladogram presenting dysregulated OTU and bacterial taxa increased in 5XFAD-vehicle 

(green) or increased in 5XFAD-donepezil (red) identified by LEfSe analysis. Relative abundance of modulated 

taxa at the genus level (F) or at the species level (G). Only the species with abundance ≥ 0,04% have been 

considered. Data (n = 8) are presented as violin plots featuring frequency distribution of data, median (dashed line) 

and quartiles (dotted line).  
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Supplementary figure 6. Fecal microbiota composition in SOPF 5XFAD mice after 18 weeks of chronic 

treatment with donecopirdine or vehicle. (A) Alpha diversity as measured by Chao1's, Shannon’s and Simpson's 
indexes. Data are presented as min to max, featuring means, each dot represents a mouse. *p < 0.05 (Kruskal-

Wallis followed by Dunn's test). (B) Beta diversity using Bray-Curtis index. (C) Relative abundance of taxa at the 

phylum level. (D) Synthetic diagram presenting relative abundance of species composition within top 20 annotated 

bacteria. (E) Synthetic cladogram presenting dysregulated OTU and bacterial taxa increased in 5XFAD-vehicle 

(green) or increased in 5XFAD-donecopirdine (red) identified by LEfSe analysis. (F) Relative abundance of 

modulated taxa at the phylum level (p), genus level (g) at the species level (s). Only the species with abundance ≥ 

0,04% have been considered. Data (n = 8) are presented as violin plots featuring frequency distribution of data, 

median (dashed line) and quartiles (dotted line).  
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Supplementary figure 7. Effects of test items on recognition memory of 5-month-old 5XFAD mice. 5XFAD 

females and WT littermates were treated with donecopirdine, donepezil (1.5 mg/kg) or vehicle, twice daily for 10 

days (A-D) Quantification of amyloid load in mouse brain extracts in soluble hippocampal fractions: human Ab40 

(A), Ab42 (B), sAPPa (C) and sAPPb (D). All results are expressed as mean ± SEM, sample size is indicated 

within the bars. 
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MODULATION DU MICROBIOTE INTESTINAL PAR DES 

MODULATEURS MICROBIENS CLASSIQUES  
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INTRODUCTION  

La pathologie amyloïde, qui est l’une des caractéristiques principales de la maladie 

d’Alzheimer, est associée à la composition du microbiote intestinal dans des modèles 

précliniques murin et en clinique humaine. 

Le Dr. G. Frisonni a ainsi démontré chez des patients cognitivement altérés et présentant une 

amyloïdose, une augmentation au niveau du microbiote fécal des genres bactériens 

Escherichia/Shigella et une diminution du genre bactérien Eubacterium rectale, qui sont 

respectivement associés avec des cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires 

(Cattaneo et al., 2017). Dans la continuité de ce travail, les études du Dr. T. Bolmont ont 

démontré que le modèle murin de la maladie d’Alzheimer APP/PS1 C57BL/6, élevé en 

condition axénique, présente une réduction drastique de la pathologie amyloïde cérébrale en 

comparaison à des souris non-axéniques (Harach et al., 2017). Dans ce même modèle murin 

mais de souche C57BL/6-C3H, le Dr. S. Sisodia a démontré qu’une déplétion du microbiote 

intestinal par traitement antibiotique était également en capacité de ralentir le 

développement de la pathologie amyloïde en comparaison à des souris  contrôles (Minter et 

al., 2017, 2016). Parallèlement à ces travaux, nous avons mené une étude visant à analyser 

l'effet d'un traitement antibiotique sur la pathologie amyloïde, dans un autre modèle murin 

d’amyloïdose, le modèle 5XFAD C57BL/6SJL. 

Par ailleurs, cette étude ayant été réalisée en collaboration avec l’équipe du Pr. R. Burcelin qui 

travaille principalement sur le lien entre le microbiote intestinal et les maladies métaboliques 

telles que le diabète de type 2 (Burcelin et al., 2011), et étant donné que de tels troubles sont 

des facteurs de risques de la maladie d’Alzheimer (Jayaraman & Pike, 2014; Pugazhenthi et al., 

2017), nous avons également étudié l’effet du traitement antibiotique dans ce modèle en 

présence d’une altération volontaire du métabolisme.   
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RESULTATS  

Schéma expérimental de l’étude 

Comme décrit précédemment, notre étude consiste à évaluer l’impact d’un traitement 

antibiotique sur la pathologie du modèle murin 5XFAD C57BL/6SJL, en présence et en absence 

d’une altération volontaire du métabolisme. Pour cela, des souris femelles WT ou 5XFAD ont 

été soumises à un régime standard ou riche en graisse de l'âge de 2 mois à l'âge de 7 mois. 

Sur la même durée, l’eau de boisson de certains groupes expérimentaux contenait un cocktail 

d'antibiotiques à base d’ampicilline, néomycine et métronidazole (Figure 1). 

 

Figure 1 – Schéma expérimental de l’étude 
HGPO : Test de l’hyperglycémie provoquée par voie orale 

 

Un régime riche en graisse engendre une altération du métabolisme, indépendamment d’un 

traitement antibiotique 

Il a été démontré qu’un régime alimentaire riche en graisse est fortement associé avec le 

risque de développer une obésité et un diabète de type 2 (Dam et al., 2002; Winzell & Ahrén, 

2004). De ce fait, dans notre étude, afin d’engendrer une altération du métabolisme, les souris 

ont été soumises à un régime composé à 60% de graisse. Après 4 semaines sous ce régime 

alimentaire, la prise de poids des souris se distingue significativement des souris sous régime 

standard (moyenne 22,30g ±0,30 vs 25,59g ±0,78 ; p-value = 0,0003) et ce jusqu’à la fin du 

traitement à 28 semaines d’âge (moyenne 28,21g ±0,79 vs 42,19g ±2,34 ; p-value < 0,0001) 

[Figure 2A]. Il est intéressant de noter que de manière générale, la prise de poids des souris 

5XFAD est plus basse que les souris WT, et que la prise de poids des animaux est nettement 

marquée à 28 semaines d’âge : 30,49g ±0,82 pour les WT vs 25,93g ±0,89 pour les 5XFAD (p-
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value = 0,0014) sous régime standard, et 44,41g ±3,27 pour les WT vs 39,73g ±3,35 pour les 

5XFAD (non-significatif) sous régime riche en graisse. Cette différence dans la prise de poids 

est une caractéristique observée dans d’autres études sur ce modèle (Gendron et al., 2021; 

Jawhar et al., 2012). Cette diminution de prise de poids pour les souris 5XFAD peut s’expliquer 

par la différence de prise alimentaire qui est plus basse chez ces souris transgéniques. En 

moyenne, par souris et par jour, les souris WT consomment 3,55g de nourriture contre 3,19g 

pour les souris 5XFAD [Figure S1]. 

Un test d’hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) a également été réalisé après 3 

mois de traitement, à 5 mois d’âge. Ce test permet en clinique humaine de confirmer le 

diagnostic d’un diabète ou d’une intolérance au glucose. Il permet d’analyser la réponse de 

l’organisme à métaboliser le glucose suite à une prise importante (ici 30% de glucose) à jeun. 

D’après l’Organisme Mondial de la Santé, 2h après le test de l’HGPO, la glycémie doit être 

inférieure à 140mg/dL. Un taux entre 140 et 200mg/dL reflète une intolérance au glucose, et 

un dosage au-delà de 200mg/dL  confirme le diagnostic d’un diabète (P. Zhang, 2011). Dans le 

cas d’un régime alimentaire standard, 2h après la prise de glucose, la glycémie moyenne des 

animaux est à 123 mg/dL ±4,16, et dans le cas d’un régime alimentaire riche en graisse, ce 

taux se trouve significativement augmenté avec une valeur de 172,1mg/dL ±8,14 (p-value < 

0,0001) [Figure 2B].  

Les groupes expérimentaux ayant reçu un cocktail d’antibiotiques dans l’eau de boisson 

présentent également une obésité lors d’un régime riche en graisse (à 28 semaines d’âge, 

moyenne 25,02g ±0,52 pour l’ensemble des groupes sous régime standard vs 36,08g ±1,97 

pour l’ensemble des groupes sous régime gras ; p-value < 0,0001) [Figure 2C]. Ce traitement 

antibiotique n’empêche également pas le développement d’une intolérance au glucose 

(105,9mg/dL ±3,85 pour l’ensemble des groupes sous régime standard vs 155,5mg/dL ±7,41 

pour l’ensemble des groupes sous régime gras ; p-value < 0,0001) [Figure 2D]. 

En résumé, ce régime alimentaire riche en graisse entraîne une altération du métabolisme, 

aussi bien chez les souris WT que les 5XFAD, avec un gain de poids significatif reflétant une 

obésité, et une intolérance au glucose, indépendamment d’un traitement antibiotique. 

 

 



150 
 

 

Figure 2 – Altération du métabolisme suite à un régime riche en graisse avec ou sans traitement antibiotique  
Altération de la prise de poids et de la tolérance au glucose chez les souris WT et 5XFAD suite à un régime 

alimentaire riche en graisse avec ou sans traitement antibiotique. Prise de pois hebdomadaire (A et C) et taux de 

glucose sanguin dans le test de l’hyperglycémie provoquée par voie orale (B et D). La ligne des graphiques des 
panneaux (B et D) correspond à 140mg/dL de glucose. 

 

Le régime riche en graisse ne module pas la pathologie amyloïde des souris 5XFAD 

Il a été démontré qu’un régime alimentaire riche en graisse est un facteur de risque pour 

développer la maladie d’Alzheimer (Pugazhenthi et al., 2017) et qu'il accélère la pathologie dans 

des modèles précliniques murins d’amyloïdose APP/PS1 C56BL/6 et APPNL-F C57BL/6 avec une 

augmentation du taux des peptides β-amyloïdes, des plaques amyloïdes et de la microgliose 

(Bracko et al., 2020; Mazzei et al., 2021). Or, dans notre étude, aucune aggravation de la 

pathologie amyloïde (plaques compactes) n’est observée dans les différentes structures 

cérébrales analysées, suite au régime riche en graisse [Figure 3A]. De même, la microgliose 

n’est pas impactée au niveau du cortex frontal et de l’hippocampe [Figure 3B]. Cependant, de 

manière étonnante, une diminution de la microgliose est observée dans le cortex entorhinal 
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où le nombre de cellules positives pour le marqueur microglial Iba1 revient à un niveau 

similaire à celui des souris WT. En résumé, le paradigme expérimental utilisé dans cette étude 

n’aggrave pas la pathologie amyloïde du modèle 5XFAD, mais altère la microgliose cérébrale 

de manière région dépendante. 

 

Figure 3 – Modulation de la pathologie amyloïde et de la microgliose suite à un régime riche en graisse 
Pathologie amyloïde et microgliose suite à un régime riche en graisse. Analyse du taux de plaques amyloïdes des 

souris 5XFAD (A) et du nombre de cellules positives pour le marqueur Iba1 chez les souris WT et 5XFAD (B) par 

immunomarquage au niveau du cortex frontal, de l’hippocampe et du cortex entorhinal. *p < 0,05 (Test de 

Student (A) et one-way ANOVA (B)). 

 

Le traitement antibiotique module différemment la pathologie amyloïde cérébrale des 

souris 5XFAD selon le régime alimentaire 

Le traitement avec un cocktail antibiotique (ABX) durant 5 mois n’engendre aucune 

modulation de la pathologie amyloïde au niveau du cortex frontal, de l’hippocampe et du 

cortex entorhinal sous un régime alimentaire standard, contrairement aux études du Dr. S. 

Sisodia (Minter et al., 2017, 2016) [Figure 4]. Cependant, dans le cas d’un régime riche en graisse, 

une diminution significative du nombre de plaques amyloïdes est observée dans chacune des 
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structures analysées pour les souris ayant reçu le traitement antibiotique : 169,5 ±11,25 (eau) 

vs 140,2 ±6,81 (ABX) plaques/mm2 (p-value = 0,0358) dans le cortex frontal, 83,05 ±5,27 (eau) 

vs 55,83 ±4,90 (ABX) plaques/mm2 (p-value = 0,0015) dans l’hippocampe, et 120 ±9,18 (eau) 

vs 97,06 ±5,70 (ABX) plaques/mm2 (p-value = 0,0422) dans le cortex entorhinal. 

En résumé, le traitement antibiotique diminue significativement la pathologie amyloïde 

uniquement lorsque les souris sont soumises à un régime riche en graisse. 

 

Figure 4 – Modulation de la pathologie amyloïde suite à un traitement antibiotique 
Pathologie amyloïde cérébrale chez les souris 5XFAD sous régime standard ou riche en graisse, avec ou sans 

traitement antibiotique. Analyse du taux de plaques amyloïdes chez les souris 5XFAD par immunomarquage au 

niveau du cortex frontal, de l’hippocampe et du cortex entorhinal. *p < 0,05 (Test de Student). 

 

Le traitement antibiotique module différemment et de manière région dépendante la 

microgliose des souris 5XFAD selon le régime alimentaire 

Sous un régime alimentaire standard, le traitement antibiotique chez les souris 5XFAD 

entraîne une diminution significative de la microgliose comme le montre une analyse des 

niveaux d’Iba1 par PCR quantitative à partir d'extraits cérébraux (3,047 ±0,19 (eau) vs 2,37 

±0,16 (ABX) ; p-value = 0,0144) [Figure 5A] et l’analyse du nombre de cellules positives pour 

ce marqueur dans l’hippocampe (261,5 ±9,90 (eau) vs 202,9 ±10,63 (ABX) ; p-value = 0,0015) 
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[Figure 5B]. En revanche, lors d’un régime alimentaire riche en graisse, l’analyse par PCR 

quantitative ne montre aucune modulation significative de la microgliose, tandis que l’analyse 

du nombre de cellules positives pour le marqueur Iba1 montre une augmentation significative 

dans le cortex entorhinal (174,8 ±13,05 (eau) vs 268,2 ±25,09 (ABX) ; p-value = 0,0091). Il est 

intéressant de noter que dans cette structure, la microgliose qui était diminuée 

significativement chez les souris 5XFAD suite à un régime riche en graisse [Figure 3B], se 

retrouve significativement augmentée en présence d’un traitement antibiotique par rapport 

à ce groupe expérimental [Figure 5B], revenant ainsi à un taux non-significativement différent 

des souris 5XFAD sous régime alimentaire standard. 

En résumé, le traitement antibiotique engendre une diminution de la microgliose sous un 

régime standard et une augmentation de celle-ci sous un régime riche en graisse. 

 
Figure 5 – Modulation de la microgliose des souris 5XFAD 

Microgliose des souris 5XFAD sous régime standard ou riche en graisse, avec ou sans traitement antibiotique. 

Analyse de la quantité relative d’ARNm Iba1 normalisée sur la GAPDH par PCR quantitative à partir d'extraits 
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cérébraux (A) et du taux de cellules positives pour Iba1 par immunomarquage au niveau du cortex frontal, de 

l’hippocampe et du cortex entorhinal (B). *p < 0,05 (Test de Student). 
Pour résumer brièvement les résultats obtenus lors des analyses cérébrales, un régime riche 

en graisse permettant d’altérer le métabolisme du modèle murin 5XFAD n’aggrave pas la 

pathologie amyloïde mais diminue la microgliose au niveau du cortex entorhinal. 

Parallèlement à ce régime alimentaire, la présence d’un traitement antibiotique est en 

capacité de diminuer la pathologie amyloïde et d’augmenter la microgliose au niveau du 

cortex entorhinal. S'appuyant sur les preuves de concepts qui lient la composition du 

microbiote intestinal et l’amyloïdose, des analyses métagénomiques bactériennes ont été 

réalisées afin d’évaluer l’implication potentielle du microbiote intestinal dans la diminution de 

la pathologie amyloïde dans le cas d’un régime alimentaire gras et d’un traitement 

antibiotique. 

 

Le traitement antibiotique et un régime riche en graisse engendrent des modulations du 

microbiote bactérien intestinal  

L’alpha-diversité, qui représente la diversité bactérienne en termes de richesse et 

d’uniformité des différentes unités taxonomiques opérationnelles (UTO) composant le 

microbiote intestinal pour un groupe expérimental donné, montre un effet drastique du 

traitement antibiotique [Figure 6A]. Nous observons une diminution significative de l’indice 

de Shannon chez les souris WT sous régime alimentaire standard (4,04 ±0,06 (eau) vs 2,70 

±0,53 (ABX) ; p-value = 0,0052) et sous régime gras (3,88 ±0,06 (eau) vs 0,95 ±0,30 (ABX) ; p-

value = 0,0009), et des souris 5XFAD sous régime gras (3,85 ±0,15 (eau) vs 0,69 ±0,21 (ABX) ; 

p-value = 0,0004). De même, nous constatons une diminution significative de l’indice de Chao1 

aussi bien chez les souris WT (328,2 ±8,12 (eau) vs 231,8 ±29,23 (ABX) ; p-value = 0,0314) et 

5XFAD (341,7 ±11,26 (eau) vs 206 ±33,91 (ABX) ; p-value = 0,0028) sous régime standard, que 

sous régime gras (298,4 ±8,95 (eau) vs 132,2 ±32,17 (ABX) ; p-value = 0,0026 pour les WT ; et 

277,4 ±18,87 (eau) vs 125,4 ±17,34 (ABX) ; p-value = 0,0082 pour les 5XFAD). 

Le régime riche en gras n’a quant à lui très que peu d’effet sur l’alpha-diversité [Figure 6B]. 

Nous observons une tendance à la diminution de l’indice de Shannon dans le cas d’un 

traitement antibiotique, et une diminution significative de l’indice de Chao1 chez les souris 

5XFAD en absence de traitement antibiotique (341,7 ±11,26 (eau) vs 277,4 ±18,87 (ABX) ; p-

value = 0,0079).  
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En résumé, le traitement antibiotique diminue la diversité et la richesse bactérienne du 

microbiote intestinal quel que soit le régime alimentaire, contrairement à un régime 

alimentaire riche en graisse qui a peu d’effet sur l’alpha-diversité. 

 

Figure 6 – Mesure de l’alpha-diversité 
Mesure de l’alpha-diversité selon les indices de Shannon et Chao1 chez les souris WT et 5XFAD, sous un régime 

alimentaire standard ou riche en graisse, en présence ou non d’un traitement antibiotique. *p < 0,05 (Test de 
Kruskal-wallis). 
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L’analyse de la bêta-diversité par analyse en composantes principales montre que le 

traitement antibiotique engendre également une modulation significative (p-value < 0,001) 

de la composition du microbiote intestinal des souris WT et des souris 5XFAD quel que soit le 

régime alimentaire [Figure 7A]. De même, le régime alimentaire riche en graisse induit des 

modifications significatives (p-value < 0,001) de la composition du microbiote intestinal des 

souris WT et des souris 5XFAD, en présence ou absence de traitement antibiotique [Figure 

7B]. 

 

Figure 7 – Analyse de la bêta-diversité 
Analyse de la bêta-diversité par analyse en composante principale avec l’indice de Jaccard chez les souris WT et 

5XFAD, sous un régime alimentaire standard ou riche en graisse, en présence ou non d’un traitement antibiotique. 
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En résumé, le traitement antibiotique diminue la diversité bactérienne quel que soit le régime 

alimentaire. Un régime riche en graisse module significativement la composition du 

microbiote intestinal. 

 

Le traitement antibiotique associé à une alimentation riche en graisse engendre une 

modulation particulière du microbiote intestinal bactérien chez les souris 5XFAD 

L’analyse de l’abondance des différentes UTO des souris 5XFAD sous régime alimentaire 

standard montre une augmentation significative des phyla Proteobacteria et 

Verrucomicrobiota ; et une diminution significative du phylum Firmicutes, des familles 

Lachnospiracaea et Ruminococacceae, et du genre Lachnospiraceae NK4A136 group lors d’un 

traitement antibiotique [Figure 8 et Table S1]. Le régime alimentaire riche en graisse induit 

une augmentation significative des familles Oscillospiraceae, Ruminococacceae, et 

Streptococcaceae, et des genres Blautia, Colidextribacter, Lactoccocus et Oscillibacter ; et une 

diminution significative du phylum Bacteroidota et des genres Lachnospiraceae NK4A136 

group et Alistipes [Figure 8 et Table S2]. Dans le cas d’un régime alimentaire riche en graisse, 

le traitement antibiotique induit une augmentation significative du phylum Firmicutes, du 

genre Streptococcaceae et du genre Lactococcus ; et une diminution significative des phyla 

Bacteroidota, Proteobacteria et Verrucomicrobiota [Figure 8 et Table S3].  

En résumé, le traitement antibiotique associé à un régime alimentaire riche en graisse induit 

chez les souris 5XFAD une augmentation drastique du phylum Firmicutes et de la famille 

Streptococcaceae et du genre Lactoccus qui lui sont associés.  
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Figure 8 – Abondances relatives bactériennes chez les souris 5XFAD 
Analyse des abondances relatives bactériennes au niveau du phylum, de la famille (top 10) et du genre (top 10) 

des souris 5XFAD soumises à un régime standard ou gras, en présence ou non d’un traitement antibiotique.  

ABX : traitement antibiotique. 

 

 

DISCUSSION 

Les études du Dr. S. Sisodia ont démontré qu’un traitement antibiotique est en capacité de 

diminuer la pathologie amyloïde dans le modèle murin APP/PS1 (Minter et al., 2017, 2016) ainsi 

que la microgliose. Cette équipe a reproduit ces données quelques années après dans un 

second modèle murin, le modèle APP/PS1-21 (Dodiya et al., 2019). De même, le Dr. K. Endres, 

travaillant également sur le modèle murin 5XFAD, a récemment observé une diminution des 

plaques amyloïdes au niveau hippocampique suite à un traitement antibiotique (Guilherme et 

al., 2021). Cependant, dans notre étude, nous n’avons observé aucune modulation du nombre 

de plaques amyloïdes quelle que soit la structure cérébrale analysée. Cette différence de 

résultat peut s’expliquer par le fait que notre étude a été réalisée sur des femelles, et les 

études précédemment citées ont toutes été réalisée sur des mâles. Par ailleurs, le Dr. S. 

Sisodia n’a également observé aucune modulation de la pathologie amyloïde chez les femelles 

APP/PS1-21 dans le même paradigme expérimental (Dodiya et al., 2019). Cette spécificité de 
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sexe quant à l’action du traitement peut s’expliquer par la différence de composition du 

microbiote bactérien intestinal entre mâles et femelles. En effet, de nombreuses études ont 

rapporté, aussi bien chez le rongeur qu’en clinique humaine, des différences notables de la 

composition du microbiote intestinal et ont également démontré que des modulateurs du 

microbiote intestinal (antibiotique, alimentation, environnement) exercent leur effets de 

manière dépendante du sexe (Valeri & Endres, 2021).  

Néanmoins, dans notre étude, lorsque les souris sont soumises à un régime riche en graisse, 

le traitement antibiotique est en capacité de diminuer significativement la pathologie 

amyloïde. Cet effet inattendu peut s’expliquer par la modulation particulière du microbiote 

intestinal en présence de ces deux traitements. En effet, dans de telles conditions, une 

augmentation drastique du phylum Firmicutes est observé. Ce dernier est connu pour être le 

principal producteur de butyrate (Louis & Flint, 2009, 2017), un acide gras à chaîne courte 

possédant de nombreux effets bénéfiques pour la santé, dont un rôle anti-agrégant pour les 

peptides β-amyloïdes (Ho et al., 2018). De même, nous observons une présence majoritaire de 

la famille Streptoccocaceae et du genre Lactococcus, qui sont en capacité de produire des 

vitamines, connues pour avoir des effets bénéfiques pour la maladie d’Alzheimer (R. Zhao et 

al., 2018). Concernant l’augmentation de la microgliose observée dans ces conditions, nous ne 

sommes, à ce jour, pas en mesure d’expliquer cette modulation différentielle entre la 

pathologie amyloïde et la quantité de cellules microgliales. En effet, une diminution de la 

pathologie amyloïde est généralement associée à une diminution de la neuroinflammation. Il 

est également intéressant de noter que dans notre étude, sous un régime riche en graisse, 

connu pour aggraver la pathologie amyloïde dans des modèles précliniques de la maladie 

d’Alzheimer (Bowen et al., 2016; Bracko et al., 2020; Mazzei et al., 2021), aucune augmentation du 

nombre de plaques amyloïdes compactes n’est observée. Cette différence pourrait reposer 

sur le fond génétique des modèles animaux utilisés. En effet, des études ont démontré que 

des souches différentes n’auront pas la même susceptibilité à développer des désordres 

métaboliques suite à un régime alimentaire riche en graisse, et présentent des différences de 

composition du microbiote intestinal dans des conditions standards et suite à des traitements 

avec des prébiotiques (Ahn et al., 2020; Ericsson et al., 2015; Safari et al., 2020). Ces paramètres 

jouant un rôle sur la pathologie amyloïde, il est envisageable que notre régime riche en graisse 

n’ait pas d’effet au niveau cérébral en raison du fond génétique C57BL/6SJL de notre modèle 

5XFAD.  
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Pour conclure, cette étude nous a permis de montrer qu’un traitement modulant le 

microbiote intestinal n’aura pas le même impact sur la pathologie amyloïde selon le sexe et le 

régime alimentaire des animaux. Parallèlement au traitement antibiotique, un traitement 

utilisant un prébiotique, dont le nom est confidentiel et dont les résultats ne sont pas 

présentés dans cette thèse, appuie l’importance de la prise en compte du régime alimentaire. 

En effet, dans les mêmes conditions expérimentales, ce traitement prébiotique possède, à 

l’inverse du traitement antibiotique, une efficacité à diminuer la pathologie amyloïde dans le 

cas d’un régime alimentaire standard, et ne présente aucun effet dans le cas d’un régime 

alimentaire riche en graisse [Figure S2]. 
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MATERIELS  & METHODES  

Animaux et traitements 

Des souris WT ou 5XFAD de souche C57BL/6SJL (Oakley et al., 2006) ont été nourries de l’âge 

de 2 mois à 7 mois avec une nourriture classique (Normal Chow, RM1, Special Diet Services) 

ou une nourriture riche en graisse (D12492, ResearchDiets - 20% protéines, 20% glucides, 60% 

graisse). Durant la même période leur boisson est composée soit d’eau, soit d’un cocktail 

d’antibiotiques comprenant de l'ampicilline (Euromedex EU0400), de la néomycine (Sigma 

N1876-100G) et du métronidazole (Sigma M3761-100G) à 1mg/mL, renouvelée deux fois par 

semaines.  

A 7 mois d'âge, les fèces des souris ont été récupérés pour les analyses de métagénomique 

par séquençage de l’ARN16S bactérien, puis les souris ont été anesthésiées et soumises à une 

perfusion intracardiaque de PBS. Les cerveaux ont été prélevés, un hémisphère a été post-fixé 

en paraformaldéhyde 4% pour les analyses immunohistochimiques, et l’autre hémisphère 

conservé à 80°C pour des analyses par PCR quantitative.  

 

Mesure des altérations du métabolisme 

Durant toute la durée de l’étude, le poids corporel des souris a été mesuré chaque semaine 

et la consommation de nourriture deux fois par semaine. Après trois mois de traitement, à 

l’âge de 5 mois, le test HPOG a été réalisé : les souris ont été mises à jeun la veille puis ont 

reçu par voie orale du glucose à 30% à une dose de 1,5g/kg. La glycémie est mesurée avant 

l'administration de glucose puis toutes les 30 minutes après à l'aide d'un glucomètre (Accu-

Chek performa Roche) avec une goutte de sang prélevée au niveau de la queue.  

 

Immunomarquages et analyses microscopiques 

Des coupes de 30 μm des cerveaux de souris ont été réalisés au vibratome (VT1000S, Leica) 

et conservées à 4°C dans un cryoprotectant. Pour l’analyse des plaques amyloïdes, les coupes 

ont été montées sur lames, marquées dans un bain de Thioflavine-S 1% durant 10 minutes, 

déshydratées dans des bains successifs de 4 minutes à l’éthanol (70%-80%-95%-100%), puis 

placées dans 2 bains de 5 minutes de xylène. Pour les marquages Iba1, les coupes ont été 

bloquées avec du peroxyde d’hydrogène 3% durant 10 minutes, lavés au PBS, bloquées par de 

la BSA 3% durant 1 heure, incubées avec l’anticorps Iba1 (Wako W1W 019-19741) durant une 
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nuit à 4°C, puis une réaction enzymatique a été réalisée avec les kits Vectastain® ABC HRP (PK-

6100 Vectorlabs) et DAB (SK-4100 Vectorlabs) selon les protocoles des fournisseurs. 

Les observations ont été effectuées au microscope à fluorescence (AxioImager Z1, Carl Zeiss) 

et les images ont été analysées à l’aide du logiciel Fiji. Les données présentées correspondent 

à la moyenne du nombre de plaques par mm2 dans 2 sections de la même région cérébrale 

pour chaque animal.  

 

Analyses métagénomique de l’ARN 16S 

L’abondance des populations bactériennes a été déterminée par séquençage haut débit de 

régions variables du gène de l’ARN16S, avec un protocole spécifique établi par Vaiomer. Les 

étapes d’extraction, la construction de la banque de données, le séquençage et le pipeline 

bio-informatique sont décrits dans (Besnard et al., 2018).  

 

Test statistiques 

Les tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel GraphPad Prism 8. Pour les analyses du 

métabolisme, des plaques amyloïdes, de la microgliose et de l’alpha-diversité, les 

comparaisons deux à deux ont été réalisés à l'aide du t-test de Student, les comparaisons 

multiples paramétriques en utilisant le one-way ANOVA et les comparaisons non-

paramétriques avec le test de Kruskal-Wallis. La bêta-diversité a été analysée via le test 

statistique Permanova, et les comparaisons des abondances bactériennes par en utilisant des 

t-tests multiples suivis d'une correction de Holm-Sidak. 

L’intervalle de confiance est de 95%. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001 ; ****p < 0,0001.  

  



163 
 

RESULTATS SUPPLEMENTAIRES  

 

Figure supplémentaire 1 – Prise de nourriture lors d’un régime alimentaire standard 
Prise de nourriture moyenne en gramme, par souris et par jour lors d’un régime alimentaire standard. Les 
résultats correspondent à la moyenne des deux cages pour chaque groupe expérimental.  

 

 

Figure supplémentaire 2 – Modulation de la pathologie amyloïde lors d’un traitement de prébiotique 
Pathologie amyloïde cérébrale chez les souris 5XFAD sous régime standard ou riche en graisse, avec traitement 

antibiotique ou prébiotique. Les résultats sont représentés en % par rapport au groupe contrôle (souris 5XFAD 

sans traitement dans l’eau de boisson). 
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Table supplémentaire 1 – Abondance relative des souris 5XFAD sous régime standard en présence ou 
absence d’un traitement antibiotique 
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Table supplémentaire 2 – Abondance relative des souris 5XFAD sans traitement antibiotique, sous régime 
standard ou riche en graisse 
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Table supplémentaire 3 – Abondance relative des souris 5XFAD avec traitement antibiotique, sous régime 
standard ou riche en graisse  
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PARTIE 4 

 
MODULATION DU MICROBIOTE INTESTINAL PAR 

TRANSPLANTATION FECALE  
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Une analyse préalable réalisée au sein de notre équipe en 2015 nous a permis de démontrer 

que le modèle murin 5XFAD C57BL/6SJL présente en animalerie conventionnelle une dysbiose 

du microbiote bactérien intestinal en comparaison à des souris saines [Figure 1]. Brièvement, 

nous avons montré que cette dysbiose est présente dès 2 mois d'âge et s’observe à différents 

niveaux de la classification taxonomique. De même, avec le vieillissement, la composition de 

ce microbiote évolue aussi bien chez les souris WT que 5XFAD, et les souris 5XFAD présentent 

toujours un microbiote dysbiotique. 

 

Figure 1 –Abondance bactérienne du microbiote intestinal (top 10) 
Analyse métagénomique de l’ARN16S de souris WT et 5XFAD à 2 mois et 5-8 mois d’âge. 

Le microbiote intestinal étant perçu comme un nouvel acteur clé des pathologies 

neurologiques (Cryan et al., 2019; Hsiao et al., 2013; Sampson et al., 2016), l’équipe a souhaité 

étudier l'implication du microbiote dysbiotique des souris 5XFAD dans le développement de 

la pathologie de ce modèle. Nous avons ainsi réalisé deux sous-études : d’une part l'évaluation 

de la causalité d'un microbiote dysbiotique dans le développement des altérations cognitives 

par transplantation du microbiote intestinal de souris 5XFAD dans des souris saines, et d’autre 

part, l'évaluation d’une éventuelle restauration d'un microbiote dysbiotique par 

transplantation d’un microbiote provenant de souris saines dans des souris 5XFAD.  
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Étude de causalité utilisant le microbiote intestinal de souris 5XFAD 

Une étude a démontré que la transplantation, à des souris saines, de microbiote intestinal 

provenant d'un personne obèse est en capacité d’induire une prise de poids chez les animaux, 

démontrant que le microbiote impacte la physiologie (Ridaura et al., 2013). L'équipe du Dr. H. 

Hsiao a quant à elle démontré que la composition du microbiote et les métabolites qu'il 

produit peut influer sur le comportement de type troubles du spectre de l’autisme dans un 

modèle animal d'autisme (Hsiao et al., 2013). En se basant sur ces travaux, l’équipe a évalué 

l’impact d’un transfert du microbiote intestinal provenant de souris 5XFAD à des souris saines 

sur les performances cognitives des animaux receveurs. 

Pour cela, des souris saines de 8 semaines d’âge ont reçu par administration orale, deux fois 

par semaine et durant 2 mois, du microbiote intestinal provenant de souris littermates WT ou 

5XFAD, âgées de 2 ou 6 mois [Figure 2]. Les performances cognitives des souris receveuses 

ont ensuite été évaluées avec le test de reconnaissance du nouvel objet. 

 

 

Figure 2 – Schéma expérimental de l’étude #1 et #2 
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Études #1 et #2 

 

Traitement 

Pour la préparation du microbiote, après anesthésie irréversible, le contenu du colon a été 

resuspendu dans du PBS stérile, centrifugé 2 mn à 800 g à 4°C puis aliquoté et conservé 

à -20°C. Au moment du traitement, un aliquot a été dégelé et dilué au 1/10 dans du PBS stérile, 

puis 100 µL de solution a été administrée à chaque souris. Les souris contrôles ont reçu en 

parallèle 100 µL de PBS stérile. 

 

Performances cognitives 

L’étude #1, préalable à mes travaux de thèse et réalisée en 2015, démontre que la 

transplantation du microbiote intestinal de souris WT âgées de 2 mois n’altère pas les 

performances mnésiques des souris receveuses dans le test de reconnaissance du nouvel 

objet [Figure 3]. Cependant, la transplantation de microbiote de souris WT âgées de 6 mois 

ou de souris 5XFAD âgées de 2 ou 6 mois, entraîne un déficit mnésique chez les souris 

receveuses. 

L’altération des performances cognitives suite à la transplantation du microbiote intestinal de 

souris 5XFAD suggère que la composition de ce microbiote dysbiotique joue un rôle 

prépondérant dans le développement de la pathologie au niveau cognitif. Concernant 

l’altération cognitive induite par la transplantation de microbiote intestinal de souris WT de 6 

mois d’âge, nous pouvons penser que l’implantation chez des souris jeunes (2 mois) d’un 

microbiote plus âgé (6 mois), malgré que celui-ci provienne de souris saines, peut entraîner 

une altération des fonctions cognitives.  
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Figure 3 – Test de reconnaissance du nouvel objet de l’étude #1 

Analyse du temps d’exploration de l’objet familier et de l’objet nouveau exprimée en % du temps total 

d’exploration (la ligne correspond à 50% de temps d’exploration) et analyse de l’index de discrimination.  

n = 5-8 par groupe. * p < 0,05 (two-way ANOVA), # p < 0,05 (one sample t-test par rapport à 0). 

 

 

 

Pour cette première étude, la lignée 5XFAD était sous un fond génétique C57BL/6SJL. Elle a 

par la suite été croisée de manière à obtenir une lignée sous fond C57BL/6. Comme décrit 

dans notre revue, ce changement de fond génétique entraîne un retard d’environ 1 mois dans 

la pathologie (Ismeurt et al., 2020). Il faut également noter que dans cette première étude, les 

souris donneuses issues d'une collaboration avec l'Institut de Neurophysiopathologie (INP) 

provenaient de l’animalerie Faculté de Médecine Secteur Nord de Marseille qui est une 

animalerie conventionnelle. Cependant, en raison du déménagement de l'INP sur le site de la 

Timone et à la fermeture anticipée de cette animalerie, nous avons en 2016 initié la 

redérivation de la lignée 5XFAD sur le Plateau du Centre d’Elevage et d’Archivage (PCEA, CNRS, 

Montpellier) qui est une animalerie possédant un statut sanitaire SOPF (Specific and 

Opportunist Pathogen-Free). Dans cet environnement SOPF, nous avons observé un retard 

d’un mois supplémentaire sur la pathologie du modèle 5XFAD (résultats non-montrés).  
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Cette redérivation entraînant nécessairement une modification du microbiote intestinal, et le 

changement de fond génétique modifiant également sa composition (Ahn et al., 2020; Ericsson 

et al., 2015; Safari et al., 2020) l’étude a été réitérée afin d’analyser si les altérations cognitives 

induites par la transplantation du microbiote intestinal des souris 5XFAD sont maintenues.  

 

Dans le même paradigme mais en utilisant le microbiote fécal de souris donneuses de statut 

SOPF et de fond C57BL/6, les résultats ont été très surprenants et inattendus. En effet, la 

transplantation du microbiote intestinal provenant de souris 5XFAD, de 2 ou 6 mois d’âge, 

n’altère pas les performances mnésiques dans le test de reconnaissance du nouvel objet, 

tandis que le microbiote provenant de souris WT de 2 ou 6 mois d’âge impacte la cognition.  

 

Figure 4 – Test de reconnaissance du nouvel objet de l’étude #2 
Analyse du temps d’exploration de l’objet familier et de l’objet nouveau exprimée en % du temps total 
d’exploration (la ligne correspond à 50% de temps d’exploration) et analyse de l’index de discrimination.  
n = 5-8 par groupes. * p < 0,05 (two-way ANOVA), # p < 0,05 (one sample t-test par rapport à 0) 

SOPF: Specific and Opportunist Pathogen-Free 

 

Dans de telles conditions, nous suggérons que le microbiote intestinal provenant des souris 

5XFAD C57BL/6 ne présente pas les facteurs ayant été en capacité d’induire des altérations 
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cognitives dans l’étude précédente. Ces facteurs peuvent correspondre à des populations 

bactériennes, à des métabolites bactériens, mais également aux autres micro-organismes 

composant le microbiote intestinal tels que les virus ou parasites. En effet, l’animalerie Fac. 

Nord de Marseille étant une animalerie conventionnelle, l’analyse du statut sanitaire [Figure 

S1] démontre la présence de parasites et virus qui sont absents dans les animaleries SOPF 

telles que le PCEA de Montpellier. 

Concernant l’altération cognitive induite par la transplantation de microbiote WT, nous ne 

sommes à ce jour pas en capacité de comprendre les résultats obtenus. Des analyses au niveau 

cérébral des souris receveuses suite à la transplantation, mais également une analyse de la 

modulation de la composition de leur microbiote intestinal nous permettrait de mieux 

comprendre les résultats obtenus.  
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Etude #3 

De ce fait, l’étude a été réitérée avec un programme expérimental incluant des prélèvements 

fécaux avant et après la transplantation de microbiote fécal afin de bien cerner la modulation 

induite pas la transplantation. Par ailleurs, en raison de l’expansion des recherches associant 

le microbiote intestinal et les pathologies neurologiques qui a apporté de nouvelles données 

dans la littérature, des modifications dans le protocole de préparation des suspensions du 

microbiote et dans le procédé d’administration ont été implémentées [Figure 5]. 

 

Figure 5 – Schéma expérimental de l’étude #3 
 

Traitement 

La préparation de la suspension de microbiote a été adaptée de (Leclercq et al., 2020). 

Brièvement, des fèces fraiches de souris WT de 8 semaines d’âge ont été récupérées, 

resuspendues dans une solution stérile contenant de la cystéine-HCl 0,05% et du glycérol 10% 

dilués dans du PBS (1g de fèces dans 10 mL de solution), homogénéisées par agitation durant 

5 minutes, passées dans un tamis cellulaire de 100 µm, puis aliquotées et conservées à -20°C.  

De plus, suivant le protocole de (T. Le Roy et al., 2019), le microbiote intestinal endogène des 

souris receveuses a été déplété en amont de la transplantation de microbiote fécal. 
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Brièvement, après 2 heures de mise à jeun, les souris ont reçu 5 administrations orales 

espacées de 30 minutes d’un laxatif (Colopeg ® concentré à 6,86 g/100 mL dans de l’eau 

stérile) puis 200 µL de la suspension de microbiote fécal fraichement décongelée 6 heures 

après la dernière administration du laxatif. L'administration de 200 µL de la suspension de 

microbiote fécal a été réitérée les deux jours suivants. 

 

Performances cognitives 

10 jours post-transplantation, le test de reconnaissance du nouvel objet a été réalisé 

[Figure-6]. Cependant, le groupe contrôle ayant reçu le véhicule ne permet pas de valider le 

test. En effet, ce groupe explore autant l’objet familier que l’objet nouveau, ne montrant 

aucune discrimination des objets. Aucune conclusion ne peut donc être tirée sur les 

performances cognitives dans ce test. Ce résultat pourrait s'expliquer par un stress des 

animaux au moment de la réalisation du test comportemental (déménagement de 

l'animalerie).  

 

Figure 6 – Test de reconnaissance du nouvel objet de l’étude #3 
Analyse du temps d’exploration de l’objet familier et de l’objet nouveau exprimée en % du temps total 
d’exploration (la ligne correspond à 50% de temps d’exploration) et analyse de l’index de discrimination.  
n = 10 par groupe.  
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Concernant le test du labyrinthe en T [Figure 7], les index de discrimination également non-

significatifs pour le groupe contrôle ne permettent pas de tirer de conclusion sur les 

performances mnésiques des souris ayant reçu des transplantations de microbiote pour les 

paramètres des temps passés dans les bras et en mouvement dans le bras familier et nouveau. 

Cependant, si l’on analyse la distance parcourue dans chaque bras, le groupe contrôle 

parcoure significativement plus de distance dans le bras nouveau que le bras familier comme 

en témoigne l’index de discrimination significativement différent de 0. Pour ce paramètre, on 

retrouve des résultats identiques à l’étude précédente. A savoir que la transplantation de 

microbiote provenant de souris WT entraîne un déficit, à l’inverse du microbiote provenant 

de souris 5XFAD qui n’induit pas d’altération. 

 

Figure 7 – Test du labyrinthe en T de l’étude #3 
Index de discrimination des analyses du temps passé, du temps passé en mouvement et de la distance parcourue 

dans le bras familier et le bras nouveau exprimée n = 10 par groupe., # p < 0,05 (one sample t-test par rapport à 

0) 
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En résumé, dans des conditions de statut sanitaire conventionnel et sous fond C57BL/6SJL, la 

transplantation de microbiote fécal provenant de souris WT de 6 mois d’âge, et de souris 

5XFAD de 2 et 6 mois d’âge, induit une altération des performances mnésiques des souris WT 

receveuses (étude #1). Dans des conditions de statut sanitaire SOPF et sous fond C57BL/6, 

cette transplantation de microbiote fécal provenant de souris WT de 2 ou 6 mois d’âge altère 

les performances mnésiques des souris receveuse, contrairement au microbiote fécal 

provenant de souris 5XFAD (étude #2 et #3). Il est intéressant de noter que, pour les études 

#2 et #3, dans lesquelles les souris donneuses proviennent de la même animalerie SOPF, ce 

sont les mêmes groupes expérimentaux de souris qui développent des altérations de la 

cognition malgré les changements de procédés de préparation et de transplantation du 

microbiote intestinal. Cela soulève donc l’importance du statut sanitaire de l’animalerie dans 

laquelle les lignées sont maintenues. En effet, comme expliqué précédemment, en animalerie 

conventionnelle nous observons la présence de bactéries, parasites et virus qui sont absents 

des animalerie SOPF [Figure S1]. Le microbiote intestinal plus diversifié en animalerie 

conventionnelle, et les preuves de concept démontrant que le microbiote est un acteur clé 

dans le développement des pathologies neurologiques, peuvent expliquer les altérations des 

performances cognitives lorsque le microbiote intestinal dysbiotique de souris 5XFAD est 

transplanté à des souris saines. De même, il est important de noter que, dans des conditions 

sanitaires SOPF, nous avons observé que la dysbiose intestinale présente dans le modèle 

5XFAD en comparaison à des souris saines, pour un même âge, est moins prononcée qu’en 

environnement conventionnel, et en parallèle le changement de fond génétique peut 

également entraîner une modification de la composition du microbiote intestinal [Figure 8].  



178 
 

 

Figure 8 – Analyse de la dysbiose du microbiote intestinal chez les souris 5XFAD 
Analyse de la bêta-diversité et de l’abondance bactérienne du top 15 des familles chez les souris WT et 5XFAD à 
2 mois d’âge et 6 mois d’âge, en environnement conventionnel (C57BL/6SJL) et SOPF (C57BL/6). 

SOPF: Specific and Opportunist Pathogen-Free 
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Étude de la restauration du microbiote intestinal de souris 5XFAD 

La présence d’un microbiote intestinal dysbiotique dans le modèle 5XFAD par comparaison à 

des souris saines et notre étude #1 démontrant que ce microbiote est en capacité d’induire 

des altérations mnésiques lorsqu’on le transplante à des souris saines, suggèrent la possibilité 

de ralentir le développement de la pathologie des souris 5XFAD par transplantation de 

microbiote provenant de souris saines. 

Etude #4 

Schéma de l’étude 

En 2016, dans une étude préliminaire menée au cours de mon master 1, l’équipe a administré 

par voie orale deux fois par semaine, soit une solution contrôle, soit du microbiote intestinal 

provenant de souris WT âgées de 8 semaines, à des souris 5XFAD receveuses âgées de 7 

semaines. En parallèle, les performances de mémoire des souris 5XFAD receveuses ont été 

évaluées longitudinalement avec le test de reconnaissance du nouvel objet après 7, 10 et 13 

semaines de traitement [Figure 9]. 

 

Figure 9 – Schéma expérimental de l’étude #4 
Test 1-3 : test de reconnaissance du nouvel objet.  

 

Animaux et traitements 

Les souris receveuses 5XFAD de fond C57BL/6SJL utilisées pour cette étude provenaient de 

l’animalerie conventionnelle Fac. Nord de Marseille et les souris WT donneuses de 

l’animalerie Janvier Lab. 

Pour la préparation du microbiote des souris WT, après anesthésie irréversible, le contenu du 

colon a été suspendu dans du PBS stérile, centrifugé 2 mn à 800 g à 4°C puis aliquoté et 

conservé à -20°C. Au moment du traitement, un aliquot a été dégelé et dilué au 1/10 dans du 

PBS stérile, puis 100 µL de solution a été administrée à chaque souris. Les souris contrôles ont 

reçu en parallèle 100 µL de PBS stérile. 
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Performances cognitives 

Après 7, 10 et 13 semaines de traitement, un test de reconnaissance du nouvel objet a été 

réalisé afin d’évaluer l’impact de la transplantation d’un microbiote sain sur les performances 

cognitives des souris 5XFAD [Figure 10]. 

Après 7 semaines de traitement, à l'âge de 14 semaines (Test 1), aucun des deux groupes de 

souris 5XFAD ne présente de déficits cognitifs dans ce test comme en témoigne la différence 

significative de temps d’exploration entre l’objet familier et l’objet nouveau. A l'âge de 17 

semaines (Test 2), les déficits cognitifs sont présents mais sont moins prononcés dans le 

groupe ayant reçu du microbiote intestinal de souris saines : 50% de temps d’exploration pour 

l’objet familier et nouveau dans le groupe contrôle, contre respectivement 41% et 59% 

d’exploration pour l’objet familier et nouveau dans le groupe traité. Cependant, à 20 semaines 

d’âge (Test 3), les deux groupes présentent des déficits cognitifs prononcés.  

 

Figure 10 – Test de reconnaissance du nouvel objet de l’étude #4 
Analyse du temps d’exploration de l’objet familier et de l’objet nouveau exprimée en % du temps total 
d’exploration (la ligne correspond à 50% de temps d’exploration) et analyse de l’index de discrimination.  
n = 4 par groupes. *p < 0,05 (two-way ANOVA), # p < 0,05 (one sample t-test par rapport à 0) 

 

En résumé, cette étude préliminaire (4 souris par groupes) a montré que l’administration d’un 

microbiote intestinal provenant de souris saines à des souris 5XFAD, tend à ralentir le 

développement des altérations de mémoire dans le test de reconnaissance du nouvel objet.  
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Etude #5 

L’étude #4 a donc été réitérée avec un plus grand nombre d’animaux et en incluant la 

récupération des cerveaux en fin d’expérience afin d’élargir les analyses sur la pathologie 

cérébrale, mais également la récupération des fèces des souris receveuses 5XFAD avant et 

après traitement afin d’analyser l’impact d’un tel traitement sur le microbiote intestinal.  

Il faut cependant noter que, comme expliqué précédemment, des évènements indépendants 

de notre volonté nous ont conduits à redériver et à héberger la lignée 5XFAD au PCEA de 

Montpellier, animalerie de statut sanitaire SOPF. La lignée a également été croisée afin de 

passer sur un fond C57BL/6 pur. De même, tenant compte des évolutions de la littérature dans 

le domaine, des modifications dans le protocole de préparation des suspensions du 

microbiote et dans le procédé d’administration ont été implémentées. 

 

Schéma de l’étude 

Le paradigme expérimental [Figure 11] a consisté en une déplétion du microbiote endogène 

des souris receveuses 5XFAD C57BL/6, âgées de 6 mois, une implémentation par trois 

administrations orales du microbiote fécal provenant de souris WT âgées de 2 mois et à 

l'évaluation de leurs performances cognitives 10 jours post-transplantation. Les évaluations 

cognitives comprenaient : le test de reconnaissance du nouvel objet pour évaluer la mémoire 

épisodique et le test du labyrinthe en T pour évaluer la mémoire spatiale. L'étude comprenait 

deux groupes contrôles : un groupe de souris 5XFAD ayant reçu une solution véhicule, et un 

groupe de souris WT ayant reçu la même transplantation de microbiote fécal WT. Par ailleurs, 

un prélèvement fécal a été effectué avant la déplétion du microbiote endogène et en fin 

d’expérience. 

 

Figure 11 – Schéma expérimental de l’étude #5 
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Animaux et traitements 

Les souris donneuses WT et receveuses 5XFAD C57BL/6 proviennent du PCEA de Montpellier. 

La préparation de la suspension de microbiote a été adaptée de (Leclercq et al., 2020). 

Brièvement, des fèces fraiches de souris WT de 8 semaines d’âge ont été récupérées, 

suspendues dans une solution stérile contenant de la cystéine-HCl 0,05% et du glycérol 10%, 

dilués dans du PBS (1g de fèces dans 10mL de solution), homogénéisées par agitation durant 

5 minutes, passées dans un tamis cellulaire de 100µm, puis aliquotées et conservées à -20°C. 

Les souris receveuses 5XFAD ont été traitées à un âge où elles présentent des altérations de 

la mémoire. Des expériences de comportement montrant que les souris 5XFAD provenant du 

PCEA présentent des déficits cognitifs dans le test de reconnaissance du nouvel objet à 6 mois 

d’âge (Partie 3 de la section Résultats), cet âge a été choisi pour la réalisation des expériences.  

Suivant les études de (T. Le Roy et al., 2019), le microbiote intestinal endogène a été déplété en 

amont de la transplantation de microbiote fécal. Brièvement, après 2 heures de mise à jeun, 

les souris ont reçu 5 administrations orales espacées de 30 minutes d’un laxatif (Colopeg ® 

concentré à 13,72 g/100 mL dans de l’eau stérile) puis 200 µL de la suspension de microbiote 

fécal fraichement dégelée 6 heures après la dernière administration du laxatif, avec 

renouvellement de l'administration de 200 µL de la suspension de microbiote fécal 

fraichement dégelée les deux jours suivants.  

 

Performances cognitives 

10 jours post-transplantation, un test de reconnaissance du nouvel objet a été réalisé [Figure 

12A]. Cependant, le groupe contrôle WT ne permet pas de valider le test. En effet, comme en 

témoigne l’index de discrimination négatif, ce groupe explore d’avantage l’objet familier que 

l’objet nouveau. Aucune conclusion ne peut donc être tirée sur les performances cognitives 

dans ce test du groupe 5XFAD ayant reçu un microbiote provenant de souris WT. 

Concernant le test du labyrinthe en T [Figure 12B], le groupe contrôle ne permet à nouveau 

pas de valider le test car quel que soit le paramètre analysé, aucun index de discrimination 

n'apparait significativement différent de zéro. Cependant, il y a une tendance à ce que ce 

groupe WT explore d’avantage le bras nouveau, et le groupe contrôle 5XFAD, connu pour avoir 

des altérations cognitives à cet âge, présente effectivement un déficit mnésique marqué.  
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Figure 12 – Tests de mémoire de l’étude #5 
Analyse du temps d’exploration de l’objet familier et de l’objet nouveau exprimée en % (la ligne correspond à 

50%) avec l’analyse de l’index de discrimination (A) et analyse du temps passé, du temps passé en mouvement et 
de la distance parcourue dans le bras familier et le bras nouveau exprimée en % (la ligne correspond à 50%) avec 

les index de discrimination correspondant (B).  

n = 8-11 par groupes. * p < 0,05 (two-way ANOVA), # p < 0,05 (one sample t-test par rapport à 0) 

 

 

 

 

 



184 
 

Pathologie cérébrale et microbiote intestinal  

Malgré l’absence de résultats pour les performances cognitives, l’analyse de la pathologie 

cérébrale des souris 5XFAD, notamment de l’amyloïdogénèse et de la neuroinflammation, 

permettront d’évaluer si dans ce paradigme expérimental, la transplantation de microbiote 

fécal provenant de souris WT est en capacité de moduler certaines caractéristiques de la 

pathologie. En effet, très récemment, le Dr. D. Holsinger et S. Elangovan, ont démontré dans 

ce même modèle murin, qu’une transplantation chez des souris 5XFAD âgées de 36 semaines 

avec du microbiote provenant de souris saines âgées de 8 semaines est en capacité de 

diminuer la pathologie amyloïde (Holsinger & Elangovan, 2020).  

De même, l’analyse métagénomique bactérienne des prélèvements fécaux permettra 

d’évaluer dans quelle mesure une telle transplantation est en capacité de moduler la 

composition bactérienne du microbiote intestinal.  

 

Statut sanitaire 

 

Figure supplémentaire 1 – Micro-organismes présents uniquement en animalerie conventionnelle 
D’après le rapport 14-5438 datant de décembre 2014 du contrôle sanitaire de l’animalerie Fac. Nord effectué par 
les laboratoires Harlan.  
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Résumé des résultats obtenus suite à la modulation du microbiote intestinal par transplantation fécale 

CONV : conventionnel. SOPF : Specific and Opportunistic Pathogen-Free. Test de l’objet nouveau : test de 
reconnaissance du nouvel objet. Le test du labyrinthe en T correspond aux analyses de la distance parcourue dans 

chaque bras. Symbole ✓ : non-déficitaire. Symbole  : déficit cognitif.  
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La maladie d’Alzheimer (MA) reste à ce jour sans traitement curatif et fait l’objet d'une 

recherche active visant à développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans ce 

contexte, le microbiote intestinal devient particulièrement attractif en raison de la découverte 

de son rôle clé dans le développement et la progression de pathologies neurologiques, dont 

la MA. En effet, de nombreuses études modulant le microbiote intestinal de modèles murins 

de la MA par administration de modulateurs microbien tels que les antibiotiques, les 

prébiotiques et les probiotiques, ou par un élevage en condition axénique, ont démontré une 

modulation des atteintes cognitives et neuronales de la pathologie. 

 

Concernant les modèles axéniques, de nombreuses études sur des modèles murins de la MA 

ont montré qu'en absence de germes, un ralentissement du développement de la pathologie 

amyloïde et microgliale est observé dans le cerveau. Cependant, il est nécessaire de prendre 

en compte que l’absence de microorganismes ne se cantonne pas seulement au niveau 

intestinal mais à l’ensemble de l’organisme. Il faut donc être vigilant quant aux associations 

entre le microbiote intestinal et les observations faites au niveau cérébral dans ces modèles 

animaux. En effet, des études sur modèles murins et en clinique humaine ont démontré que 

plusieurs populations microbiennes de l’organisme humain jouent un rôle dans le 

développement de la MA. Nous pouvons citer le microbiote buccal avec l’espèce bactérienne 

Porphyromonas gingivalis (Dominy et al., 2019; Pritchard et al., 2017), et le microbiote 

respiratoire avec l’espèce bactérienne Chlamydia pneumoniae (Gérard et al., 2006), la présence 

de ces bactéries ayant été corrélée avec la MA. De même, l’analyse post-mortem de cerveaux 

de patients atteints de la MA a permis de suggérer l’existence d’un microbiote cérébral qui 

pourrait également jouer un rôle clé dans la pathologie. Les modèles axéniques de la MA étant 

exempts de tout microbiote, il est possible que l'absence du microbiote intestinal ne soit pas 

seule responsable de la modulation de la pathologie. Par ailleurs, les études du Dr. R. Heijtz 

ont mis en avant l’importance de la présence d’un microbiote intestinal lors du 

développement fœtal et néonatal, qui a un impact prépondérant dans le développement 

cérébral et les fonctions cognitives à l’âge adulte (Heijtz, 2016; Heijtz et al., 2011). Les modèles 

de souris axénique, au développement cérébral perturbé, ne semblent donc pas de bons 

modèles pour étudier les atteintes cognitives. 
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La caractérisation du microbiote bactérien intestinal par des analyses métagénomiques en 

modèles murins ou chez l'Homme a permis de mettre en évidence la présence d’une dysbiose 

intestinale dans le cadre de la MA. La modulation directe du microbiote intestinal de modèles 

murins non-axéniques par des modulateurs microbiens classiques ou par transplantation de 

microbiote fécal permet une évaluation de l’impact de ce microbiote intestinal dans le 

développement de la pathologie qui semble plus pertinente qu'une étude en modèle 

axénique. 

 

Les traitements antibiotiques ont ainsi largement été utilisés et ont permis de démontrer que 

la déplétion partielle ou presque totale du microbiote intestinal, engendrée par des cocktails 

d'antibiotiques à large spectre, ralentit le développement de la pathologie dans divers 

modèles murins de la MA (Dodiya et al., 2019; Guilherme et al., 2021; Harach et al., 2017; Minter et 

al., 2017, 2016). De même, l’utilisation de prébiotiques ou de probiotiques présente des effets 

bénéfiques sur les caractéristiques cognitives et neuropathologiques dans ces modèles 

précliniques. Cependant, dans cette thèse, nous avons démontré qu’un traitement chronique 

avec un cocktail antibiotique n’engendre aucune modulation de la pathologie amyloïde de 

souris femelles 5XFAD. Le Dr. S. Sisodia ayant fait le même constat sur des souris femelles 

APP/PS1-21 (Dodiya et al., 2019), et les études précédemment citées ayant toutes été réalisées 

chez des mâles, ces données démontrent donc une différence d’efficacité des traitements 

antibiotiques en fonction du sexe des animaux. De nombreuses études ont rapporté, aussi 

bien chez le rongeur qu’en clinique humaine, des différences notables de la composition du 

microbiote intestinal entre mâles/hommes et femelles/femmes. Au niveau translationnel, il 

serait donc intéressant d’adapter les traitements visant à moduler le microbiote intestinal 

selon le sexe du patient. Un parallèle peut être établi avec les études sur les mécanismes de 

la douleur qui sont sexe-dépendants et ont mené au développement de traitements sexe-

spécifiques (Bartley & Fillingim, 2013). 

Nous avons également démontré au cours de cette étude de modulation par antibiothérapie, 

l’importance du régime alimentaire. En effet, le traitement antibiotique, qui est sans effet sur 

la pathologie amyloïde des souris femelles 5XFAD sous régime alimentaire normal, devient 

très efficace pour diminuer l'amyloïdose lorsque les souris sont soumises à un régime 

alimentaire riche en graisse. Cet effet du régime riche en graisse peut être corrélé à la 

modulation du microbiote intestinal qui montre une augmentation drastique du phylum 
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Firmicutes, de la famille Streptococcaceae et du genre Lactoccocus. Dans cette même étude, 

l’administration chronique d’un prébiotique capable de diminuer la pathologie amyloïde sous 

régime alimentaire standard, perd son efficacité lorsque les souris sont soumises à un régime 

riche en graisse. Cela démontre donc, que tout comme le sexe du patient, la prise en compte 

du régime alimentaire est nécessaire dans le cadre de traitements visant à moduler le 

microbiote intestinal, car un même traitement n’aura pas la même efficacité selon le régime 

alimentaire du sujet traité. 

 

La transplantation de microbiote fécal est connue pour son efficacité dans le traitement des 

infections récurrentes à Clostridium difficile. Cette thérapie a plus récemment été étudiée 

dans des essais cliniques pour les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin telles que 

la maladie de Crohn ou les colites ulcéreuses (Cammarota et al., 2014; Levy & Allegretti, 2019), et 

également pour le traitement des maladies du cerveau. En effet, les patients atteints de 

troubles neurologiques, tels que les troubles du spectre autistique, de la maladie de Parkinson 

ou de la MA, présentent une composition altérée du microbiote intestinal par comparaison à 

des sujets contrôles. La transplantation de microbiote fécal provenant de sujets contrôles a 

démontré son efficacité dans l'amélioration des symptômes de patients autistes ou 

parkinsoniens (Huang et al., 2019; Kang et al., 2017b, 2019b). Une étude de cas isolée a également 

été rapportée pour un patient atteint de MA dont la transplantation fécale, pour indication 

d'infection à C. difficile, a restauré de façon notable les facultés cognitives (Hazan, 2020). 

Ayant démontré par des analyses préalables au sein de l’équipe la présence d’une dysbiose 

intestinale dans le modèle 5XFAD, nous avons, au cours de cette thèse, évalué la possibilité 

de ralentir le développement de la pathologie de ce modèle en implantant un microbiote 

intestinal non-dysbiotique provenant de souris saines. Nos données préliminaires sur un faible 

nombre de souris ont montré qu’un tel traitement tend à ralentir l’apparition des déficits 

mnésiques. Malheureusement, la seconde expérience réalisée avec un plus grand nombre 

d’animaux ne nous permet pas de tirer de conclusion sur la restauration des performances 

cognitives suite à la transplantation de microbiote fécal sain. Cependant, le Dr. D. Holsinger et 

S. Elangovan ont démontré dans ce même modèle murin, qu’une transplantation, chez des 

souris 5XFAD âgées de 9 mois, de microbiote intestinal provenant de souris saines plus jeunes 

(2 mois) est en capacité de diminuer la pathologie amyloïde et de ralentir le développement 

des déficits mnésiques (Holsinger & Elangovan, 2020). De même, dans le modèle APP/PS1, des 
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souris transgéniques de 6 mois ayant reçu une transplantation fécale issue d'animaux WT du 

même âge présentent une diminution globale des déficits cognitifs, de l'accumulation d'A , 

des altérations synaptiques et de la neuroinflammation (Sun et al., 2019). Ces études 

démontrent ainsi l’intérêt thérapeutique que peut présenter une transplantation de 

microbiote fécal pour des pathologies neurologiques présentant une dysbiose intestinale. 

Cette technique soulève cependant de nombreuses questions concernant la méthodologie de 

transplantation. En effet, l’utilisation d’un prétraitement antibiotique pour dépléter le 

microbiote intestinal endogène et optimiser l’implantation du microbiote donneur est 

controversée. Une étude démontre que lors d’une transplantation fécale, le microbiote 

intestinal entre groupes receveurs/donneurs présente plus de similarité en absence de 

prétraitement antibiotique (Manichanh et al., 2010). Le prétraitement antibiotique peut ainsi 

être sans effet sur la richesse et la diversité bactérienne après transplantation, ou augmenter 

la diversité bactérienne (Freitag et al., 2019; S. K. Ji et al., 2017). Par ailleurs, de tels traitements 

vont favoriser le développement de bactéries multi-résistantes. Pour dépléter le microbiote 

endogène, une alternative aux antibiotiques repose sur l’utilisation de laxatifs en amont de la 

transplantation. L'efficacité du PEG 3500/Colopeg® a été démontrée dans une étude menée 

par le Dr. K. Clément, par comparaison à l’utilisation d’antibiotiques (T. Le Roy et al., 2019). 

 

Nous avons également effectué une étude visant à déterminer la causalité du microbiote 

dysbiotique de souris 5XFAD à contribuer au développement d'altérations cognitives. Étant 

donné que la dysbiose évolue avec le vieillissement, nous avons effectué des transplantations 

du microbiote fécal de 5XFAD âgées de 2 ou 6 mois d’âge à des souris saines. Nos données 

préalables nous ont permis de montrer que le microbiote intestinal provenant de souris 

5XFAD élevées en animalerie conventionnelle altère les performances mnésiques des souris 

saines, démontrant sa causalité dans le développement des altérations cognitives. Cependant, 

après une redérivation de notre lignée en animalerie exempte d’organismes pathogènes 

spécifiques et opportunistes, et un changement de fond génétique de C57BL/6SJL au fond 

C57BL/6J, cet effet néfaste sur la cognition des souris receveuses est perdu. La dysbiose du 

microbiote intestinal des souris 5XFAD présente toujours une altération en comparaison à des 

souris saines mais celle-ci est nettement moins prononcée. En parallèle, un retard d’environ 

deux mois est observé dans le développement de la pathologie, d’une part en raison du 

changement de fond génétique, et d’autre part en raison du changement de statut sanitaire. 
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Notre étude soulève donc l’importance des conditions d’hébergement des modèles animaux 

dans le cadre des études sur le microbiote et de la prise en compte du fond génétique. En 

effet, le microbiote correspond de manière générale à l’ensemble des microorganismes d’un 

environnement donné, comprenant donc bactéries, virus, parasites et champignons. 

L’ensemble de ces microorganismes jouent un rôle dans la MA. Certains acteurs microbiens 

étant autorisés en animalerie conventionnelle (le genre Helicobacter par exemple qui a 

épidémiologiquement été associé à la MA (Beydoun et al., 2018)), les modèles animaux qui sont 

hébergés en statut conventionnel apparaissent, de ce fait, plus adaptés à l'étude du lien entre 

le microbiote et la MA. Des études ont également démontré que le fond génétique joue un 

rôle dans la composition du microbiote intestinal (Ahn et al., 2020; Ericsson et al., 2015; Safari et 

al., 2020) et qu'il est donc à prendre en considération dans les études de modulation du 

microbiote. 

 

Les souris humanisées, animaux transplantés avec du microbiote humain, constituent des 

modèles particulièrement prometteurs. En effet, l’étude sur le microbiote murin permet 

d’obtenir de nombreuses preuves de concept liant son implication dans le développement de 

la pathologie, ou dans l’efficacité de divers prébiotiques et probiotiques. Cependant, afin de 

développer des thérapies efficaces, il est intéressant de travailler avec le microbiote intestinal 

de personnes atteintes de la MA. Dans ce contexte, une collaboration entre le Dr. S. Claeysen 

de notre équipe et des cliniciens du CHU de Montpellier (projet MICMALZ, étude clinique 

NCT04841135), a pour objectif de caractériser le microbiote intestinal de patients atteints de 

la MA, et de l’administrer par transplantation à des souris saines ou 5XFAD afin d’évaluer 

l’impact de ce microbiote humain dysbiotique sur les fonctions cognitives ; étude que j’ai 

contribué à mettre en place.  

 

Toujours dans le cadre de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques, l’équipe a 

également, en collaboration avec l'équipe de chimistes du Pr. P. Dallemagne (Université de 

Caen), développé des composés capables d’agir simultanément sur plusieurs cibles. Dans ce 

contexte, le consortium a conçu une molécule nommée la donécopirdine qui est à la fois 

inhibitrice de l’acétylcholinestérase, agoniste du récepteur 5-HT4 et antagoniste du récepteur 

5-HT6. La donécopirdine cible ainsi trois cibles présentant un intérêt thérapeutique pour la 

MA. Nous avons démontré dans le modèle 5XFAD qu’un traitement préventif ou curatif avec 
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cette molécule présente de meilleures capacités à ralentir le déclin cognitif et la pathologie 

que le donépézil, un inhibiteur de l’acétylcholinestérase actuellement sur le marché. La 

donécopirdine présente des effets aussi bien au niveau de la pathologie cérébrale que de la 

pathologie intestinale dans le modèle 5XFAD. En effet, nous avons démontré d’une part que 

ce composé permet une diminution de la neuroinflammation et de la pathologie amyloïde, 

mais engendre également une modulation du microbiote intestinal avec une restauration de 

certaines abondances bactériennes. 

 

Les études de cette thèse se sont concentrées sur le modèle murin d'amyloïdose 5XFAD en 

raison des premières données de la littérature démontrant un lien entre le microbiote 

intestinal et la pathologie amyloïde. La pathologie Tau constitue également une 

caractéristique essentielle de la MA qu'il ne faut pas négliger. Les effets de la composition du 

microbiote intestinal sur la phosphorylation de Tau et son agrégation dans le contexte de la 

MA sont également à étudier. Les études du Dr. J. Sun montrent une diminution de la 

phosphorylation de Tau dans le modèle d'amyloïdose APP/PS1 après transplantation fécale 

de microbiote sain (Sun et al., 2019). Des études similaires seraient à réaliser dans des modèles 

présentant une pathologie Tau. 

 

En résumé, les résultats de ce travail de thèse ont permis de démontrer que la composition 

bactérienne du microbiote intestinal joue un rôle dans le développement de la 

pathophysiologie du modèle murin 5XFAD. Des modulations de ce microbiote par des 

modulateurs microbiens classiques ou par transplantation fécale modifient les performances 

mnésiques et la pathologie amyloïde, mais le sexe et le régime alimentaire des sujets sont à 

prendre en considération. Les résultats de cette étude confirment l'intérêt de l’axe microbiote 

intestinal-cerveau dans les maladies du cerveau et plus particulièrement dans la MA. Face à 

l'hétérogénéité de cette pathologie, des stratégies thérapeutiques destinées à restaurer le 

microbiote intestinal des patients atteints de la MA pourraient être développées en 

combinaison de traitements médicamenteux, tels que des composés multi-cibles innovants. 
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C a r a c t é r i s a t i o n  e t  m o d u l a t i o n  d u  m i c r o b i o t e  i n t e s t i n a l  d a n s  l e  c o n t e x t e  d e  

l a  m a l a d i e  d ’ A l z h e i m e r  :  v e r s  u n e  n o u v e l l e  p i s t e  t h é r a p e u t i q u e   

 

La maladie d’Alzheimer, première cause de démence au niveau mondial, demeure incurable. Cette 
pathologie neurodégénérative est caractérisée au niveau cérébral par deux lésions majeures : 

l’agrégation extracellulaire de peptides β-amyloïdes et l’agrégation intraneuronale de protéines Tau 

anormalement phosphorylées. Le microbiote intestinal, qui a récemment émergé comme un acteur 

clé dans le fonctionnement du système nerveux central, via un axe appelé l’axe microbiote-intestinal-

cerveau, serait également impliqué dans le développement et la progression de la maladie 

d’Alzheimer. Des études sur des modèles murins précliniques ont ainsi démontré une corrélation entre 
la composition du microbiote intestinal et l’amyloïdose cérébrale. L'objectif de cette thèse de doctorat 

a été de moduler la composition du microbiote intestinal du modèle murin d’amyloïdose 5XFAD afin 
d’évaluer le rôle de la composante bactérienne dans le développement de la pathologie. Cette 
modulation du microbiote a été réalisée par des approches classiques utilisant des modulateurs 

microbiens tels que les antibiotiques et les prébiotiques, et par des approches de transplantation de 

microbiote fécal. En parallèle, une approche thérapeutique visant au développement de ligands multi-

cibles a récemment émergé, en réponse à la complexité et à l'hétérogénéité de la maladie d’Alzheimer. 
De tels composés ont été conçus au sein de l’équipe et ont fait l’objet d’une évaluation in vivo. Les 

résultats de ce travail de thèse ont permis de démontrer d’une part les effets prometteurs d'une 

molécule à triple action à ralentir l'apparition des altérations cognitives et neuropathologiques dans le 

modèle 5XFAD, et d’autre part que la modulation du microbiote intestinal dans ce modèle par des 
composés pharmacologiques, des modulateurs microbiens classiques ou par transplantation fécale 

peut offrir de nouvelles pistes thérapeutiques afin de traiter la maladie d’Alzheimer.  
 
Mots-clés : Maladie d'Alzheimer, Pathologie amyloïde, Microbiote intestinal, Pharmacologie, Antibiotiques, 

Transplantation de microbiote fécal 

C h a r a c t e r i s a t i o n  a n d  m o d u l a t i o n  o f  t h e  i n t e s t i n a l  m i c r o b i o t a  i n  t h e  

c o n t e x t  o f  A l z h e i m e r ’ s  d i s e a s e :  t o w a r d s  a  n e w  t h e r a p e u t i c  s t r a t e g y  

 

Alzheimer’s disease is the first common form of dementia worldwide. This neurodegenerative 
pathology is characterized by two main features in the brain: the extracellular aggregation of β-amyloid 

peptides, and the intraneuronal aggregation of abnormally phosphorylated Tau proteins. The gut 

microbiota, that has recently emerged has a key player in the function of the central nervous system, 

through the so-called gut-brain-axis, may be also implicated in the development and progression of 

Alzheimer’s disease. Studies on preclinical murine models have demonstrated a correlation between 

the composition of the gut microbiota and the brain amyloidosis. The objective of this thesis was to 

modulate the composition of the intestinal microbiota in the 5XFAD mouse model of amyloidosis, in 

order to evaluate the role of the bacterial component in the development of the pathology. This 

modulation of the microbiota has been carried out by classical microbial modulators such as antibiotics 

and prebiotics, and by gut microbiota transplantations. In parallel, therapeutic approaches aiming at 

developing multi-target directed ligands have emerged as Alzheimer’s disease is a complex and 
heterogeneous disease. Such compounds have been synthetized within the team and have been the 

subject of in vivo evaluations. This thesis work has demonstrated on the one hand the promising results 

of a triple-activity compound to slow down the cognitive impairments and pathological alterations of 

the 5XFAD model, and on the other hand that the modulation of the gut microbiota of this model 

through pharmacological compounds, classical microbial modulators or fecal microbiota 

transplantation could offer new therapeutic avenues to treat Alzheimer’s disease. 
 

Key words: Alzheimer's disease, Amyloid pathology, Intestinal microbiota, Pharmacology, Antibiotics, Fecal 

microbiota transplantation 


