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Résumé 

La tétrahydrobioptérine (BH4) est le cofacteur requis pour l‟activité des enzymes 

responsables de la synthèse de la dopamine, la sérotonine et l‟oxyde nitrique. Par 

conséquent, la BH4 est nécessaire au bon déroulement de nombreux processus 

physiologiques centraux et périphériques dont la neurotransmission, la réponse 

inflammatoire, la régulation du stress oxydatif, la fonction vasculaire et endothéliale et le 

métabolisme. Or la BH4 peut facilement être oxydée et dégradée. Ainsi des diminutions des 

niveaux centraux de BH4 ont été observées dans de nombreuses maladies 

neuropsychiatriques à composante inflammatoire dont la maladie d‟Alzheimer et la 

dépression majeure. La diminution des niveaux de BH4 dans ces pathologies pourrait 

participer à la survenue de symptômes et à l‟aggravation de ceux-ci. Malgré ces 

observations, les effets d‟une administration de BH4 sur la fonction cérébrale en condition 

physiologique et pathologique et les comportements en s‟y rapportant restent largement 

inexplorés. 

L‟objectif de cette thèse a été de caractériser les effets d‟une administration de BH4 

périphérique sur la neurobiologie et le comportement chez la souris. Nous nous sommes 

intéressés aux effets de BH4 sur le système dopaminergique mésolimbique et la motivation 

en condition physiologique et lors d‟une inflammation aiguë. Puis, dans un second temps, 

nous avons exploré le potentiel thérapeutique de la BH4 dans le traitement de la maladie 

d‟Alzheimer.  

Nous avons tout d‟abord démontré que la BH4 traversait la barrière hémato-encéphalique et 

qu'une injection périphérique permettait d‟augmenter les niveaux centraux de BH4. Nos 

travaux ont montré qu‟en condition physiologique, l‟administration de BH4 potentialise la 

libération de dopamine stimulée dans le nucleus accumbens et les comportements motivés. 

En condition de neuroinflammation aiguë induite par le LPS, l‟administration de BH4 

permet d‟atténuer la neuroinflammation. Par conséquent, la BH4 pourrait avoir des effets 

bénéfiques dans le traitement des troubles motivationnels induits par l‟inflammation. Dans 

notre deuxième étude, nous avons démontré que l‟administration chronique de BH4 permet 

de corriger les déficits mnésiques observés dans le modèle murin triple transgénique de la 

maladie d‟Alzheimer. Le traitement en BH4 induit également une diminution d‟un 

marqueur inflammatoire ainsi qu‟une amélioration de la tolérance au glucose. Cependant, 
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ces améliorations mnésiques, métaboliques et inflammatoires ne s‟accompagnent pas d‟une 

diminution des pathologies amyloïde et tau.   

L‟ensemble de ces travaux a permis une meilleure caractérisation des effets 

neurobiologiques et comportementaux de la BH4 et renforce son potentiel thérapeutique.  
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Abstract 

Tetrahydrobiopterin (BH4) is the required cofactor for the activity of the enzymes involved 

in the synthesis of dopamine, serotonin and nitric oxide. BH4 is therefore necessary for 

many central and peripheral physiological processes including neurotransmission, 

inflammatory response, oxidative stress regulation, vascular and endothelial function, and 

metabolism. However, BH4 is prone to oxidation and degradation, and decreased BH4 

brain level has been observed in many neuropsychiatric diseases including Alzheimer's 

disease and major depression. Consequently, the decrease in BH4 levels in these 

pathologies could contribute to the onset and aggravation of symptoms. Despite these 

observations, the effects of BH4 administration on brain function and related physiological 

and pathological behavior remain largely unexplored. 

The aim of this thesis was to characterize the effects of peripheral BH4 administration on 

brain function and related behaviors. We investigated the effects of BH4 on the mesolimbic 

dopaminergic system and motivation in physiological condition and during acute 

inflammation. Then, we explored the therapeutic potential of BH4 in the treatment of 

Alzheimer's disease. 

We first demonstrated that BH4 crossed the blood-brain barrier and that a peripheral 

injection of BH4 increased its cerebral levels. Under physiological condition, 

administration of BH4 potentiates dopamine release into the nucleus accumbens and 

motivated behaviors. In acute LPS-induced neuroinflammation, administration of BH4 

reduced neuroinflammation. Therefore, BH4 may have beneficial effects on dopaminergic 

disorders induced by inflammation. In our second study, we demonstrated that chronic 

administration of BH4 reversed memory deficits observed in the transgenic triple murine 

model of Alzheimer's disease. We also observed a decrease in neuroinflammatory marker 

and an improvement in glucose tolerance. However, these memory, metabolic and 

inflammatory improvements were not accompanied by a decrease in amyloid and tau 

pathologies. 

This work contributes to a better characterization of the neurobiological and behavioral 

effects of the BH4 and reinforces its therapeutic potential. 
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Avant-propos 
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soumission ou en préparation pour publication. Le chapitre 4 est également sous forme 

d‟article mais ne sera pas soumis pour publication en l‟état. Le dernier chapitre est la 

discussion générale de ces travaux de thèse.  

 

CHAPITRE 2 : EFFETS DE L‟ADMINISTRATION DE TÉTRAHYDROBIOPTÉRINE 

SUR LA LIBÉRATION DE DOPAMINE MÉSOLIMBIQUE ET LA MOTIVATION 

 

Tetrahydrobiopterin administration facilitates amphetamine-induced dopamine 

release and motivation in mice.  

Fanet H, Ducrocq F, Tournissac M, Oummadi A, Lo A, Bourassa P, De Smedt-Peyrusse 

V, Azzougen B, Capuron L, Layé S, Moussa F, Trifilieff P, Calon F, Vancassel S.  

En cours de soumission.  

 

J‟ai réalisé la conceptualisation et l‟élaboration de ce projet sous la supervision des Dr. 

Vancassel et Calon, en collaboration avec le Dr. Trifilieff et F. Ducrocq. A. Oummadi, et B. 

Azzougen avec l‟aide de F. Ducrocq ainsi que moi-même avons réalisé les expériences de 

conditionnement opérant (certaines ne sont pas présentées ici mais ont contribué à la 

construction du projet). M. Tournissac, P. Bourassa et moi-même avons conceptualisé et 

réalisé les expériences de perfusion cérébrale in-situ, M. Tournissac a réalisé toutes les 

chirurgies. Le Dr. Moussa et A. Lo ont réalisé les dosages de BH4 et BH2 sur des 

échantillons recueillis par le Dr. Vancassel et moi-même. V. De Smedt-Peyrusse a réalisé 

l‟extraction protéique, les western-blots ainsi que leurs quantifications. J‟ai réalisé 

l‟extraction des tissus et les PCR ainsi que les chirurgies et les expériences de micro-

dialyses in vivo. Les dosages HPLC ont été réalisés par le Dr. Vancassel et moi-même. J‟ai 

effectué l‟analyse et l‟interprétation des résultats, les analyses statistiques, la préparation 

des figures et la rédaction de l‟article sous la direction des Dr. Vancassel et Calon. Le Dr. 

Trifilieff et F. Ducrocq ont grandement participé à l‟analyse des résultats et leurs 

interprétations.  
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I. La Tétrahydrobioptérine 

1. Généralités 

a) Structure et famille chimique 

La tétrahydrobioptérine (BH4) appartient au groupe des ptérines qui est une sous-classe 

de la famille des ptéridines. La BH4 a une structure hétérocyclique caractéristique des 

ptérines composée d‟un cycle pyrazine fusionné à un cycle pyrimidine et de groupements 

carbonyle (=0) et amine (NH2) (Figure 1). Elle appartient à une sous-catégorie, les 

bioptérines, caractérisées par une chaine aliphatique et qui sont dites non-conjugées. Les 

ptérines sont synthétisées à partir de guanosine tri-phosphate (GTP) dans la majorité des 

types cellulaires chez tous les procaryotes et eucaryotes (Werner et al., 2011). Elles ont 

initialement été découvertes dans les pigments d‟aile de papillon et tirent leurs noms du 

grec « pteron », aile.  

 
 

Figure 1 Structure chimique des ptéridines (A), des ptérines (B) et de la tétrahydrobioptérine 

(C) 

 

b) Découverte des principaux rôles de la BH4 

C‟est en 1958 que la BH4 été identifiée comme cofacteur de la phenylalanine hydroxylase 

(PAH), enzyme convertissant la phenylalanine en tyrosine (Kaufman, 1958). Un cofacteur 

est un composé chimique non protéique indispensable à l‟activité biologique d‟une enzyme.  

Une dizaine d‟années plus tard, il a été démontré qu‟elle était également le cofacteur de 

réactions enzymatiques catalysées par deux autres enzymes impliquées dans 

l‟hydroxylation d‟acide aminés aromatiques : la tyrosine 3-hydroxylase (TH) (Lloyd and 

Weiner, 1971) convertissant la tyrosine en acide 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA) et la 

tryptophane 5-hydroxylase (TPH) permettant de convertir le tryptophane en sérotonine 
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(Storm and Kaufman, 1968). (Figure 2). A noter qu‟il existe deux isoformes de la TPH, la 

TPH1 présente en périphérie et la TPH2 qui est seulement exprimée au niveau central et qui 

seront regroupées dans cette thèse sous le terme générique TPH. 

Son rôle de cofacteur des oxyde nitrique synthases (NOS) a ensuite été mis en évidence 

dans les années 90. Les NOS sont au nombre de trois : la NOS endothéliale (eNOS), la 

NOS neuronale (nNOS) et la NOS inductible (iNOS) (Kwon et al., 1989; Tayeh and 

Marletta, 1989) (Voir Figure 2). La BH4 est également nécessaire à la fonction de la 

glyceryl-ether mono-oxygénase (AGMO) (Tietz et al., 1964). Du fait de son rôle de 

cofacteur pour la PAH et la TH, la BH4 est également nécessaire dans à la production de 

noradrénaline et l‟adrénaline qui sont synthétisées à partir de dopamine. 

 

La BH4 est donc absolument requise pour la synthèse de dopamine, sérotonine et d‟oxyde 

nitrique.  

 
 

Figure 2 : Résumé des principaux rôles de la BH4 en tant que cofacteur enzymatique.  

 

c) De la découverte d’un cofacteur à la synthèse de la saproptérine 

Après la découverte de sa fonction en 1958, Seymour Kaufman a ensuite identifié la 

structure de la BH4 en 1963 (Kaufman, 1963). Ces travaux ont été réalisés dans le cadre de 

l‟étude de la phénylcétonurie, une maladie rare causée par des anomalies de 

fonctionnement de la PAH entrainant une accumulation de phenylalanine dans l‟organisme 
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(hyperphenylalaninémie). Dix ans plus tard, un sous-type atypique de phénylcétonurie a été 

identifié et caractérisé comme étant induit par des mutations des enzymes responsables de 

la synthèse de la BH4 (Kaufman et al., 1978; Rey et al., 1977). Les années 1970 ont donc 

vu émerger la première forme synthétique de BH4, appelée aussi saproptérine, synthétisée 

par le Dr. Schircks. La prise de saproptérine chez les patients a permis le traitement de ces 

phénylcétonuries atypiques avec un rétablissement des niveaux de phénylalanine circulants 

et est encore utilisée actuellement (Heintz et al., 2013; Rohr et al., 2015; Schaub et al., 

1978; Wasim et al., 2018).  

 

2. Métabolisme de la BH4 

La quantité de BH4 disponible dépend de sa synthèse, de son utilisation enzymatique et 

également de sa régénération après utilisation. Deux grandes voies de synthèse ont été 

identifiées : la voie de synthèse « de novo » et la voie dite « de sauvetage ». Lorsque la 

BH4 est utilisée par les différentes enzymes décrites ci-dessus, une voie dite de 

« recyclage » permet de la régénérer (Figure 3). Nous allons donc décrire ici la synthèse, 

l‟utilisation enzymatique et le recyclage de la BH4 (Pour revue complète : Thöny et al., 

2000; Werner et al., 2011). 
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Figure 3 : Résumé des voies de synthèse synthèse de novo, de sauvetage et de recyclage de la 

BH4. Les enzymes impliquées dans la voie de novo sont indiquées en vert, en bleu pour la voie de 

sauvetage et en violet pour la voie de recyclage. En pointillé sont représentées les réactions non 

enzymatiques. La néoptérine et la bioptérine sont des produits de dégradation qui seront éliminés 

par l‟organisme mais qui ne peuvent pas être re-transformés en BH4.  

Abréviations enzymatiques : GTP cyclohydrolase 1 (GCH1), 6-pyruvoyltetrahydrobiopterin 

synthase (PTPS), sepiapterine reductase (SR), dihydrofolate réductase (DHFR), Dihydroptéridine 

réductase (DHPR), carbonyle reductase (CR), pteridine-4a-carbinolamine (PCD).  

Autres abréviations : Guanosine triphosphate (GTP), Dihydronéoptérine tri-phosphate (NH2-TriP), 

6-pyruvoyl tétrahydrobioptérine (6-PTP), Tétrahydrobioptérine (BH4), Dihydrobioptérine (BH2), 

dihydrobioptérine quinoide (qBH2). Adaptée de (Werner et al., 2011) 

 

 



 

6 

a) Voies de synthèse 

Voie de novo 

La BH4 est produite par tous les eucaryotes et procaryotes. Son système de synthèse est 

présent dans la majorité des types cellulaires. Elle est synthétisée à partir de guanosine tri 

phosphate (GTP) et implique un système de trois enzymes : la GTP cyclohydrolase 1 

(GCH1), la 6-pyruvoyltetrahydrobiopterin synthase (PTPS) et la sepiapterine reductase 

(SR). La GCH1 catalyse la première étape consistant à transformer le GTP en 7-8 

dihydroneopterin tri-phosphate (NH2-triP) (Burg and Brown, 1968; Niederwieser et al., 

1984). La PTPS transforme le NH2-triP en 6-pyruvoyltetrahydrobiopterin (6-PTP) (Heintel 

et al., 1984; Milstien and Kaufman, 1983; Smith and Nichol, 1986) qui sera ensuite 

transformée en BH4 par la SR via une réaction de trois réductions successives (Levine et 

al., 1990; Milstien and Kaufman, 1989; Smith, 1987) (Figure 3). Des aldoses réductases 

(AR) et des carbonyls reductases (CR) peuvent également catalyser une ou plusieurs des 

réductions assurées par la SR créant ainsi de multiples voies de novo alternatives (Kapatos, 

2013; Werner et al., 2011). Cependant, la seule voie alternative n‟impliquant pas la SR est 

fonctionnelle en périphérie, en particulier au niveau du foie, mais pas au niveau cérébral. 

Les patients souffrants de déficience génétique de la SR ont donc des dysfonctions 

neurologiques sans souffrir d‟hyperphénylalaninémie périphérique (Blau et al., 2001; 

Bonafé et al., 2001) 

 

Voie alternative dite de « sauvetage » et la dihydrofolate réductase  

Une voie de « sauvetage » est caractérisée par l‟action de la dihydrofolate réductase 

(DHFR) qui permet de former de la BH4 à partir de la BH2, la forme oxydée et inactive de 

la BH4 (Figure 3). Elle intervient en particulier lorsque la dernière réduction de la 

transformation de la 6-PTP n‟a pas lieu, aboutissant à la formation de 1-oxo-2-

hydroxypropyl-BH4. Ce composé va se réarranger en sépiapterine qui peut être transformée 

en dihydrobioptérine (BH2) par la SR ou la CR. La DHFR réduit ensuite la BH2 pour 

reformer de la BH4 (Harada et al., 1993; Spector et al., 1978; Stone, 1976). Le rôle de la 

DHFR ne se réduit pas à la synthèse de la BH4, elle est également particulièrement 

importante pour le maintien du ratio BH4/BH2 (Crabtree et al., 2009). En effet, lors de 
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l‟oxydation du BH4 en BH2, elle va permettre de re-transformer une partie de la BH2 

oxydée en BH4.  

  

b) Utilisation enzymatique de la BH4 

La principale fonction de la BH4 est son rôle de cofacteur pour les enzymes mono-

oxygénases. Ce sont des enzymes qui incorporent un atome d‟oxygène à un substrat et 

réduisant le deuxième atome d‟oxygène en molécule d‟eau. Lors de cette réaction, la BH4 

donne les 2 électrons qui sont nécessaires à la réduction de l‟oxygène. Cependant, il a été 

démontré que l‟utilisation de ces électrons lors de la réaction va varier selon la classe 

d‟enzymes impliquée (Werner et al., 2011) (Figure 4).  

Utilisation par les hydroxylases d’acide aminés aromatiques  

Les hydroxylases d‟acides aminés aromatiques (HAAAs) regroupent la PAH, la TH et la 

TPH. Leurs fonctions enzymatiques sont strictement dépendantes de la présence de la BH4, 

d‟oxygène et de fer (Lazarus et al., 1982) 

La réaction se déroule au niveau du site catalytique actif des enzymes comprenant une 

molécule de fer non-héminique. La BH4 permet l‟activation de l‟oxygène lors de sa liaison 

au fer. Le composé oxo-fer ainsi formé va ensuite permettre d‟hydroxyler le substrat de la 

réaction enzymatique et donc de réaliser la fonction hydroxylase de l‟enzyme. La BH4, 

suite à la perte de deux électrons, quitte la réaction sous la forme d‟un dérivé hydroxy-4a 

(Andersen et al., 2002; Davis and Kaufman, 1989; Pavon and Fitzpatrick, 2006). Ce dérivé 

va être retransformé en BH4 via un système enzymatique externe appelé voie de recyclage 

(décrite ci-dessous). En l‟absence totale de régénération, la réaction est stœchiométrique et 

consomme donc une molécule de BH4 pour une molécule de produit de la réaction formée.  

Il est postulé par homologie de séquences que la réaction catalysée par les AGMO, c‟est à 

dire l‟hydroxylation des alkylglycéroles, se déroule de la même façon que celle catalysée 

par les hydroxylases d‟acides aminés, mais aucune étude ne l‟a réellement démontré 

expérimentalement (Watschinger et al., 2010). 
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Figure 4 : Résumé des réactions enzymatiques dans lesquelles la BH4 est impliquée en tant 

que cofacteur. La BH4 est le cofacteur essentiel pour les réactions catalysées par les hydroxylases 

d‟acides aminés qui sont au nombre de trois : la PAH, la TH et la TPH. La PAH permet la 

conversion de phenylalanine en tyrosine, la TH de tyrosine en l-DOPA. Enfin, la TPH permet la 

synthèse de 5HT à partir de tryptophane. La BH4 est également nécessaire pour l‟hydroxylation des 

alkylglycéroles catalysée par l‟AGMO. Enfin, elle est nécessaire à la synthèse de NO à partir 

d‟arginine par les trois NOS, la eNOS (NOS3), iNOS (NOS2) et nNOS (NOS1). Tirée de (Werner 

et al., 2011).  

Utilisation par les NOS 

Les NOS sont différentes structurellement et biochimiquement des HAAAs et utilisent 

différemment la BH4. Tout d‟abord, les NOS sont les enzymes ayant l‟affinité la plus 

grande pour la BH4 (Teigen et al., 2007). Conjointement à son rôle de cofacteur, la BH4 a 

un rôle dans la stabilisation en dimère des NOS (décrit dans la partie I.3.a). De plus, la 

réaction catalysée par les NOS se déroule au sein d‟un domaine catalytique oxygénase 

contenant un fer héminique. La BH4 a ici un rôle de donneur d‟électrons et non pas comme 

précédemment un rôle dans l‟activation de l‟oxygène (Bec et al., 1998; Förstermann and 

Sessa, 2012; Ramasamy et al., 2016). La BH4 va donc céder un électron lors de la première 
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étape de la réaction catalysée par les NOS, et cette perte d‟électron conduit à la formation 

d‟une BH4 protonée. La particularité de la réaction est que la BH4 ainsi protonée va être 

régénérée immédiatement au sein des NOS par un transfert d‟électron à partir d‟un autre 

cofacteur de la réaction : le NADPH. Cette régénération va permettre à la BH4 de donner à 

nouveau un électron lors de la deuxième étape de la réaction catalysée par les NOS puis 

d‟être de nouveau régénérée. Ici, la réaction n‟est donc pas stochiométrique et une seule 

molécule de BH4 permet la production de 15 à 26 molécules de NO sans l‟intervention 

d‟un système enzymatique externe (Giovanelli et al., 1991; Mayer et al., 1991). 

 

c) Voie de recyclage et dihydroptéridine réductase  

La voie de recyclage intervient après l‟utilisation de la BH4 par les HAAAs. Le dérivé 

hydroxy-4a formé peut rapidement être transformé en qBH2 via l‟élimination d‟une 

molécule d‟eau facilitée par la pteridine-4a-carbinolamine (PCD) puis régénérée en BH4 

par la dihydroptéridine réductase (DHPR) (Armarego et al., 1984). En absence ou lors de la 

diminution de l‟activité de la DHPR, le qBH2 va rapidement se réarranger en BH2. La voie 

de sauvetage faisant intervenir la DHFR pourra alors prendre le relais et permettre une 

régénération d‟une partie de la BH4 consommée à partir du BH2. Cependant, l‟étude de 

patients souffrants de mutations de la DHPR a démontré que la DHFR ne permettait pas 

une régénération de la BH4 après utilisation enzymatique aussi efficace que la DHPR 

(Thöny and Blau, 2006). 

 

d) Inhibition de la synthèse et dégradation 

La GCH1-feedback regulatory protein (GFRP) est la seule protéine connue permettant une 

régulation post-traductionnelle de la synthèse de la BH4. En présence de niveaux élevés de 

BH4, la GFRP va former un complexe avec la BH4 et la GCH1, inhibant l‟activité de cette 

dernière (Gesierich et al., 2003; Harada et al., 1993; Hatakeyama et al., 1989; Neurauter et 

al., 2008). Ce mécanisme très bien étudié au niveau périphérique est moins caractérisé au 

niveau central. Il semblerait que ce soit les niveaux de phénylalanine plutôt que de BH4 qui 

activent la GFRP dans les neurones sérotoninergiques (Kapatos et al., 1999). À ce jour, 

aucun mécanisme de dégradation actif de la BH4 n‟a été mis en évidence, probablement en 
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raison de son instabilité à pH physiologique et de son oxydation rapide en BH2 puis en 

bioptérine, métabolite qui ne peut pas être retransformé en BH4 (Heales et al., 1988).  

 

e) Transport 

Le transport de la BH4 est sans doute l‟un de ses aspects les plus controversés et cela 

depuis près de 40 ans. Nous traiterons ici de son passage cellulaire puis de sa capacité à 

entrer dans le cerveau après une administration périphérique. 

Transport à travers les membranes cellulaires 

Du fait de sa structure hydrophile, il semble que la BH4 ne puisse pas passer à travers une 

bicouche lipidique. Son passage entre les compartiments intra et extra cellulaires 

nécessiterait donc des transporteurs. Les travaux de Hasegawa et son équipe ont 

majoritairement contribué aux connaissances actuellement disponibles sur le transport 

membranaire de la BH4. Leurs travaux in vitro ont permis de prouver que l‟accumulation 

intracellulaire de la BH4 était abolie par la methotrexate, un inhibiteur de la DHFR, et ont 

conduit à l‟hypothèse que la BH2 serait la forme « transportable » de la BH4 permettant 

son accumulation cellulaire. La BH2 intracellulaire serait ensuite réduite en BH4 par la voie 

de sauvetage (Hasegawa et al., 2005; Sawabe et al., 2004, 2008). L‟équipe a ensuite 

démontré dans des cultures primaires de cellules endotheliales murines et des cellules HeLa 

que ce passage transmembranaire était médié par les transporteurs ENT1 et ENT2 

(equilibrative nucleosides transporters) (Ohashi et al., 2011). Cependant, les études in vivo 

mais également sur les cellules du SNC manquent. La seule étude sur des synaptosomes 

faits à partir de cerveau de rat date de 1994 suggère que la BH4 passerait de façon passive à 

travers les membranes ce qui, au vu des connaissances actuelles dans le domaine, semble 

peu probable (Anastasiadis et al., 1994).  

Transport à travers la barrière hémato-encéphalique (BHE) 

Les premières études dans les années 80 ont observé qu‟une proportion très faible voire 

inexistante de BH4 radiomarquée administrée en périphérie par voie intra-péritonéale (ip) 

ou intraveineuse (iv) était retrouvée au niveau cérébral (0.005%pour l‟ip à 0.016% en iv) 

(Gal et al., 1976; Hoshiga et al., 1993; Kapatos and Kaufman, 1981). Il a donc été postulé 



 

11 

que la BH4 ne passait pas à travers la BHE. Cependant, d‟autres études de mesure des taux 

de BH4 cérébraux après administration périphérique semblent contredire ces premières 

expériences.  

 

En effet, à la même époque, une augmentation nette de 0.41 pmol/g a été observée après 

une injection ip de BH4 chez le rat (50 mg/kg) (Levine et al., 1987). Récemment, une 

mesure des taux centraux de BH4 suite à l‟injection de BH4 à 5 mg/kg en iv a montré que 

l‟augmentation de la BH4 cérébrale était d‟environ 0.15% de la dose injectée, soit une 

augmentation de 43% du contenu total cérébral (Ohashi et al., 2016). De plus, des niveaux 

d‟augmentation cérébrale de 50 à 200% selon les régions considérées ont été observés à de 

nombreuses reprises chez l‟animal après injection aiguë (Brand et al., 1996; Canevari et al., 

1999; Homma et al., 2013; Kapatos and Kaufman, 1981; Winn et al., 2016) ou lors de 

supplémentation chronique avec des doses similaires (Homma et al., 2013; Scherer et al., 

2018; Thöny et al., 2008). La majorité des études chez l‟Homme et le primate a démontré 

que la prise orale de BH4 (ou de saproptérine, sa forme synthétique commercialisée) 

entrainait une augmentation de la BH4 présente dans le CSF (al Aqeel et al., 1992; Fernell 

et al., 1997; Miller et al., 1986; Shintaku, 2002). Il semblerait donc que la BH4 puisse 

passer la BHE dans une proportion compatible avec l‟augmentation des niveaux centraux 

mais avec un taux et une efficacité inconnue. En effet, il est important de noter que la 

biodisponibilité de la BH4 chez l‟Homme (c'est-à-dire la fraction de la dose atteignant la 

circulation générale) suivant une prise orale est estimée à 7-10% de la dose absorbée (Blau, 

2013) majoritairement en raison d‟une élimination rénale très importante (Ohashi et al., 

2012, 2016). Il est donc compliqué de savoir si la faible quantité retrouvée au niveau 

cérébral est due à une rapide élimination rénale ou à un taux de passage à travers la BHE 

très bas.  

 

De façon similaire aux membranes plasmiques, des études suggèrent que ce soit la BH2 

plutôt que la BH4 qui soit capable de passer la BHE (Gal et al., 1976). Cependant, des 

preuves le démontrant manquent, probablement en raison de la conversion très rapide et 

non contrôlable de la BH4 en BH2. Il semble important d‟identifier les transporteurs de la 

BH4 et/ou de la BH2 au niveau de la BHE. Les transporteurs ENT1 et ENT2 mis en 
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évidence pour le transport cellulaire semblent être de bons candidats car ils sont présents au 

niveau de la BHE en grande quantité afin d‟assurer le transport des nucléosides. Les 

transporteurs OAT (organic anion transporters) ont également été démontrés comme étant 

des transporteurs de la BH4 et/ou de la BH2 au niveau rénal (Ohashi et al., 2017). Ces 

transporteurs ou des homologues sont également exprimés au niveau de la BHE (Farthing 

and Sweet, 2014) et pourraient également assurer ce rôle à la BHE.  

 

3. Aspect fonctionnel de la BH4 en lien avec les NOS 

Comme présenté dans la partie I.2, la BH4 est le cofacteur essentiel des trois NOS 

(endothéliales, neuronale et inductible). La BH4 exerce donc à travers ce rôle des fonctions 

variées au sein de l‟organisme qui sont ici regroupées en trois grandes thématiques : la 

fonction endothéliale et vasculaire, la fonction métabolique et son rôle dans l‟inflammation.  

 

a) Fonctions endothéliales et vasculaires : la BH4 permet la dimérisation et la 

fonction des NOS endothéliales 

Le rôle de la BH4 dans les fonctions endothéliales et vasculaires est sans doute le mieux 

caractérisé. De par sa fonction de cofacteur pour la eNOS, il semble évident que la BH4 a 

un rôle clé dans les fonctions vasculaires et endothéliales, le NO étant la principale 

molécule vasodilatatrice. Cependant, ce rôle est un peu plus complexe qu‟un simple rôle de 

cofacteur. 

La BH4 permet la dimérisation des NOS 

Les NOS sont des enzymes fonctionnant en homodimère et la présence de BH4 est 

nécessaire à leur dimérisation (Figure 5A). L‟absence de BH4 ne cause pas une inactivation 

des NOS mais un « découplage » ou monomérisation. En absence de BH4, lorsque les NOS 

sont monomérisées, la réaction catalysée est incomplète et va mener à la production d‟anion 

superoxide au détriment du NO (Figure 5B) (Alp and Channon, 2004; Berka et al., 2014; 

Förstermann and Sessa, 2012; Tejero and Stuehr, 2013). Ces ions superoxides peuvent 

ensuite réagir avec le NO et former des peroxynitrites hautement réactifs (Figure 5B). Il a 

également été démontré que la BH2, forme inactive de la BH4, pouvait entrer en 
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compétition avec la BH4 au sein de son site de liaison sur les NOS faisant ainsi du ratio 

BH4/BH2 un déterminant important dans la dimérisation des NOS (Crabtree et al., 2009; 

Schmidt et al., 2014; Vásquez-Vivar et al., 1998). Cela est d‟autant plus intéressant qu‟il a 

été démontré que la BH4 pouvait être oxydée en BH2 par les anions superoxides (Milstien 

and Katusic, 1999) ainsi que d‟autres molécules faisant partie de la famille des radicaux 

libres oxygénés (Kuzkaya et al., 2003). Il semblerait donc que l‟oxydation de la BH4 soit à 

la fois une cause et une conséquence de la monomérisation des NOS, créant ainsi un 

« cercle vicieux » illustré en Figure 5 aboutissant à l‟augmentation du stress oxydatif.  

Le mécanisme de dimérisation sutout étudié pour la eNOS est retrouvé de façon similaire 

dans les deux autres formes de NOS :  iNOS et nNOS (Heine et al., 2014; Horn et al., 2018; 

Krzyaniak et al., 2016; Rosen et al., 2002; Wang et al., 2012). 

La BH4 est nécessaire à la bonne fonction endothéliale et vasculaire 

L‟endothélium vasculaire, d‟abord considéré comme une simple barrière entre le sang et les 

tissus, est maintenant reconnu comme un organe à part entière exerçant de nombreuses 

fonctions dont le contrôle du tonus vasculaire. En effet, les cellules endothéliales 

constituent la surface interne des vaisseaux sanguins et produisent le NO, principale 

molécule vasodilatatrice. Le NO régule la contraction des cellules musculaires lisses via la 

voie GMPc (Guanosine monophosphate cyclique). (Lundberg et al., 2015). La dysfonction 

endothéliale est caractérisée par une diminution de la biodisponibilité du NO et donc de la 

fonction vasomotrice de l‟endothélium (Vanhoutte, 1989). L‟un des mécanismes principaux 

de la dysfonction endothéliale est le découplage des eNOS et la production de superoxide 

au détriment du NO (Katusic et al., 2009).  
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Figure 5 : La BH4 permet la dimérisation des NOS assurant donc la bonne fonction 

endothéliale. (A) En situation physiologique le BH4 permet la production de NO par les eNOS 

assurant donc la bonne fonction endothéliale. (B) Lors d‟une augmentation du stress oxydatif, la 

BH4 est fortement oxydée par les ROS en BH2 conduisant à la monomérisation des eNOS et à une 

production de superoxide (O2-) au détriment du NO. Cette modification de la fonction des eNOS a 

deux conséquences (1) une diminution du NO et de la fonction endothéliale (illustré en orange) (2) 

une augmentation des ROS dont le peroxynitrite (ONOO-), hautement toxique et donc d‟une 

augmentation de l‟oxydation de la BH4 (illustrée par la flèche rouge). Adaptée de (Alkaitis and 

Crabtree 2012) et (Lundberg et al. 2015).  

 

De façon simplifiée, des niveaux optimaux de BH4 permettent une vasodilation des 

vaisseaux par signalisation NO/GMPc (Figure 5A). En revanche, une diminution de la BH4 

engendre une perte de fonction endothéliale et un stress oxydatif (Figure 5B). Il a été 

démontré in vivo chez l‟animal que la diminution génétique de la BH4 entrainait une 

perturbation de la fonction endothéliale et la monomérisation des eNOS entrainant une 

augmentation du stress oxydatif et de l‟hypertension (Austin et al., 2015; Chuaiphichai et 

al., 2015; Landmesser et al., 2003). A l‟inverse, une supplémentation en BH4 permet de 

NOS dimérisée

NOS monomérisée

Bonne function vasculaire

(1) 

Augmentation du stress oxydatif
Oxidation de la BH4

A.

B.

Perturbation endothéliale
Problème de contractilité

(2) 
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restaurer la synthèse de NO et de diminuer la production d‟anion superoxide, 

l‟inflammation vasculaire et de rétablir la contractilité des vaisseaux (Hattori et al., 2007; 

Rahmania et al., 2017; Santhanam et al., 2015; Schmidt et al., 2010; Vásquez-Vivar et al., 

1998; Wever et al., 1997) 

 

Chez l‟Homme, on observe une diminution des taux de BH4 plasmatiques chez les 

personnes âgées souffrant d‟hypertension ou de désordres vasculaires liés au diabète, suite 

à une ischémie ou encore chez les fumeurs (Higman et al., 1996; Landmesser et al., 2003; 

Pieper, 1997; Pierce et al., 2012; Takeda et al., 2009). Une supplémentation en BH4 permet 

d‟améliorer la vasodilatation dépendante de l‟endothélium, d‟augmenter la compliance 

artérielle, de réduire la pression artérielle et carotidienne, d‟améliorer le débit sanguin et la 

perfusion tissulaire (Maier et al., 2000; Pierce et al., 2012; Porkert et al., 2008; Ueda et al., 

2000; Verma et al., 2000). Cela a été confirmé par de nombreuses études cliniques 

montrant les effets bénéfiques d‟un traitement oral en BH4 lors d‟hypertension artérielle, de 

maladie coronarienne, d‟hypertension pulmonaire, de re-perfusion suite à une ischémie, 

d‟athérosclérose et de désordres vasculaires reliés au diabète (Ihlemann et al., 2003; Maier 

et al., 2000; Porkert et al., 2008; Setoguchi et al., 2001; Settergren et al., 2009) (Pour revue 

complète : Katusic et al., 2009). 

 

La majorité des études ont été réalisées au niveau périphérique en lien avec diverses 

maladies cardio-vasculaires. Cependant, quelques études précliniques ont démontré que ces 

mécanismes étaient retrouvés au niveau de la vascularisation cérébrale et pouvaient jouer 

sur la survie neuronale (Austin et al., 2015, 2015; Gamal et al., 2018; Mayhan and Arrick, 

2017).  

 

b) Régulations et fonctions de la BH4 lors de l’inflammation 

La neuroinflammation est caractérisée par l‟activation des cellules gliales du cerveau, les 

microglies et les astrocytes, et la libération accrue de facteurs inflammatoires tels que les 

cytokines pro-inflammatoires. Stress oxydatif et inflammation sont intimement liés, en effet 

lors d‟une inflammation, les macrophages et microglies vont engendrer un stress oxydatif 

qui lui-même est reconnu par les cellules immunitaires comme stimulus pro-inflammatoire.  
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Régulation immunitaire des enzymes de synthèse de la BH4 

La synthèse de la GCH1, enzyme limitante dans la synthèse de la BH4, est induite in vitro 

et in vivo par des stimuli inflammatoires tels que les cytokines pro-inflammatoires incluant 

l‟interleukine-1β (IL-1β), le tumor necrosis factor α (TNF-α), l‟interféron-γ (Chiarini et al., 

2009; Deng et al., 2015; Huang et al., 2005; Katusic et al., 1998; Plüss et al., 1996; Sakai et 

al., 1995; Vann et al., 2000; Werner et al., 1990), la réponse oxydative (Shimizu et al., 

2003), l‟activation du récepteur Toll-Like 4 (TLR4) par injection d‟endotoxine bactérienne 

(lipopolysacharide bactérien, LPS) (Deng et al., 2015; Hattori and Gross, 1993; Huang et 

al., 2005; Kaneko et al., 2001, 2003; Liang et al., 2013; Ota et al., 2007; Sakai et al., 1995; 

Shimizu et al., 2003). Cette induction a été observée dans de nombreux tissus dont 

l‟endothélium vasculaire (Pour revue : Shi 2004) et le cerveau (Chiarini et al., 2005; 

Kaneko et al., 2003; Ota et al., 2007). L‟augmentation de la transcription de la GCH1 se 

fait via l‟activation de la voie nuclear factor-KB (NFKB) et JAK/STAT (Huang et al., 2005), 

la voie des kinases MEK/ERK (Chiarini et al., 2005) et également par l‟activation d‟une 

région stimulatrice ou « enhancer » activée lors de stimulations immunitaires (Liang et al., 

2013). L‟expression de la PTPS et la SR est également augmentée lors d‟une stimulation 

immunitaire (Franscini et al., 2003; Werner et al., 1990). En revanche, l‟expression de la 

GFRP, protéine inhibant l‟activité de la GCH1 en fonction des niveaux de BH4, est 

diminuée après injection de LPS (Werner et al., 2002). Enfin, l‟expression de la GCH1 est 

bien plus importante que celle de la PTPS, la PTPS peut donc devenir limitante en 

condition inflammatoire et mener à la synthèse de néoptérine (Figure 3, partie I.2) qui est 

reconnue comme un marqueur périphérique d‟activation immunitaire (Ghisoni et al., 2015; 

Schott et al., 1993; Werner et al., 1990).  

Dans leur ensemble, ces données montrent que lors d‟une réaction immunitaire, le système 

de synthèse de la BH4 est régulé afin de permettre une plus grande production de celle-ci. 

Des études suggèrent que cette élévation de la BH4 servirait à assurer la production de NO 

par les iNOS lors de la réponse inflammatoire permettant ainsi l‟élimination du pathogène 

(Deng et al., 2015). 
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Induction de la synthèse de iNOS et production de NO lors de l’inflammation 

Les NOS, et en particulier la iNOS, sont des acteurs clés de l‟inflammation. La iNOS n‟est 

que peu ou pas exprimée dans les cellules à l‟état basal mais son expression est induite par 

des stimuli inflammatoires tels que les cytokines et le LPS (Bogdan, 2015; Coleman, 2001). 

Le rôle de la iNOS a tout d‟abord été décrit dans les macrophages où son induction sert à la 

production de NO et de radicaux libres, ROS, assurant donc la fonction phagocytaire de ces 

cellules et l‟élimination du pathogène (Bogdan, 2015; Nathan and Hibbs, 1991). Par la 

suite, il a été montré que le NO avait de nombreux rôles supplémentaires dans la réponse 

immunitaire incluant le contrôle de l‟infection, la régulation de cascade de signalisation 

comme la voie NRF2 (plutôt anti-oxydante) et la voie NFKB (plutôt pro-inflammatoire), 

l‟activation et la régulation des cellules immunitaires périphériques (Pour revue complète : 

Bogdan, 2001).  

 

Des études de cultures primaires ou immortalisées ont montré que le système de synthèse 

de la BH4 était présent et fonctionnel dans les cellules immunitaires périphériques et 

centrales (Bogdan et al., 1995; Chiarini et al., 2009; Ding et al., 1997; D‟Sa et al., 1996; 

Sakai et al., 1995). Les astrocytes et les microglies, au niveau du SNC, produisent de la 

BH4, du NO et des ROS de façon simultanée après une stimulation immunitaire (Barker et 

al., 1998; Foster et al., 2002; Sakai et al., 1995). L‟injection de LPS dans un modèle murin 

de déficience en BH4 (hph-1) induit une forte augmentation de la synthèse des iNOS 

astrocytaires sans production concomitante de NO ou de ROS, confirmant le rôle crucial du 

BH4 dans la fonction des iNOS (Barker et al., 1998). La synthèse de NO lors de 

l‟inflammation est majoritairement sous la dépendance des iNOS mais certaines études 

indiquent que eNOS et nNOS peuvent également y participer (Pour revue complète : 

Bogdan, 2015). En raison de son rôle crucial dans la synthèse de NO, la BH4 semble donc 

être essentielle à la réponse immunitaire. 

La BH4 lors de l’inflammation : molécule pro ou anti-inflammatoire ?  

En dépit de l‟importance des stimuli inflammatoires sur la synthèse de la BH4 et de 

l‟importance du NO dans la réponse inflammatoire, les données sur le rôle de la BH4 dans 

l‟inflammation restent assez rares et plutôt contradictoires dans la littérature.  
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Il a été suggéré que la BH4 induirait une production d‟ion superoxide en interagissant 

directement avec l‟oxygène, les auteurs concluent donc à un rôle pro-oxydatif et pro-

inflammatoire  (Kirsch et al., 2003). Cependant cette étude réalisée in vitro mériterait d‟être 

répliquée in vivo. En effet, d‟autres études ont montré que la BH4 avait plutôt un rôle de 

capteur de radicaux libres (« scavenger ») (Nakamura et al., 2001; Shimizu et al., 1998; 

Vásquez-Vivar et al., 2001) et qu‟une déficience en BH4 augmentait la vulnérabilité 

neuronale à l‟hypoxie et les dommages oxydatifs aggravant la mort cellulaire (Delgado-

Esteban et al., 2002).  

De façon similaire, des effets contradictoires d‟une injection de LPS ont été observés dans 

des modèles murins de déplétion génétique tissu-spécifique de la GCH1. L‟injection de 

LPS est couramment utilisée en recherche pour induire une inflammation aiguë, le LPS se 

lie au récepteur TLR4 (toll-like receptors 4) sur les macrophages et les microglies induisant 

une synthèse importante de cytokines pro-inflammatoires. Les chercheurs ont observé une 

diminution des dysfonctions vasculaires induites par le LPS dans un modèle murin de 

déplétion de la GCH1 dans l‟endothélium et ont conclu à un effet néfaste de la BH4 lors de 

l‟inflammation (Chuaiphichai et al., 2015). Cependant, les niveaux de cytokines pro-

inflammatoires et la résolution de l‟inflammation ne sont pas mesurés dans cette étude. A 

l‟inverse, une étude réalisée par le même groupe mais cette fois dans un modèle de 

déplétion de la GCH1 dans les macrophages a démontré que la BH4 était essentielle à leur 

fonction phagocytaire mais également à l‟activation de la voie NRF2, plutôt considérée 

comme anti-inflammatoire (Chuaiphichai et al., 2015). Une étude réalisée sur autre modèle 

de déficience partielle de BH4 (modèle hph-1) a mis en évidence une augmentation du 

nombre de microglies et de cytokines pro-inflammatoires dans la rétine des souris hph-1 

par rapport aux souris contrôles (Rivera et al., 2017).  

Récemment, il a été démontré que la BH4 était également impliquée dans les douleurs 

inflammatoires et neuropathiques (Costigan et al., 2012; Latremoliere et al., 2015; Tegeder 

et al., 2006). En particulier, une diminution pharmacologique de la synthèse de la BH4 

induit un soulagement des douleurs inflammatoires (lésion du nerf sciatique ou injection de 

l‟adjuvant de Freund) (Tegeder et al., 2006). En revanche, les réponses sensitives des souris 

hph-1 à des douleurs non-inflammatoires (mécanique ou thermique) sont inchangées 

(Nasser et al., 2013). Des études ont montré qu‟une supplémentation en BH4 dans des 
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modèles murins d‟athérosclérose permettait de diminuer l‟inflammation vasculaire (Hattori 

et al., 2007; Li et al., 2011; Schmidt et al., 2010), en particulier l‟infiltration leucocytaire, 

l‟infiltration et l‟activation des macrophages et l‟expression des cytokines pro-

inflammatoires. Enfin, la néoptérine qui est produite en condition inflammatoire lorsque ce 

n‟est plus la GCH1 mais la PTPS qui devient limitante, est également anti-inflammatoire 

(Ghisoni et al., 2015; de Paula Martins et al., 2018).  

 

En conclusion, le rôle de la BH4 dans l‟inflammation, tout comme celui du NO, est 

complexe. En situation inflammatoire, le système de synthèse de la BH4 est induit afin de 

permettre la bonne fonction des NOS et la BH4 semble donc nécessaire au bon déroulement 

et à la résolution de l‟inflammation. Une dérégulation de ses niveaux, que ce soit une 

augmentation ou une diminution, peut perturber les processus inflammatoires.  

 

c) Rôle métabolique de la BH4  

 

L‟obésité, l‟intolérance au glucose et le diabète de type 2 (DT2) sont des désordres 

métaboliques de plus en plus fréquents, entrainant une hypertension artérielle, des 

anomalies lipidiques, des dysfonctions endothéliales et un important stress oxydatif 

(Ndisang et al., 2014; Paneni et al., 2013; Walker and Harrison, 2015). La BH4, comme 

décrit dans la partie précédente, permet de rétablir la fonction vasculaire, de réguler 

l‟inflammation vasculaire et de diminuer le stress oxydatif. Cela a été montré par des 

supplémentations chez l‟Homme et l‟animal dans le cas de DT2 (Abudukadier et al., 2013; 

Akamine et al., 2006; Boels et al., 2017; Mayhan and Arrick, 2017; Pieper, 1997; 

Settergren et al., 2009) mais également lors d‟hypercholestérolémie (Cosentino et al., 2008; 

Yang and Chen, 2009) ou lors d‟une prise aiguë de glucose (Ihlemann et al., 2003).  

 

Ces effets bénéfiques observés sur les désordres métaboliques ne seraient pas uniquement 

dus à l‟effet de la BH4 sur la fonction endothéliale. En effet, il a été montré que la BH4 

permet de diminuer la néoglucogénèse hépatique et donc de rétablir les taux de glucose 

circulants, possiblement via une stimulation de la voie AMPK (AMP-activated kinase) 

(Abudukadier et al., 2013).  
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Des taux plasmatiques diminués de BH4 ainsi qu‟une inactivation de l‟enzyme limitante 

dans sa synthèse, la GCH1, ont été retrouvés chez des patients souffrants de DT2 (Wolkow 

et al., 2014; Zhao et al., 2013). De façon intéressante, une diminution de la production de la 

BH4 via l‟inactivation génétique d‟une de ses enzymes de synthèse, la PTPS, entraine une 

perturbation de la distribution du gras et une obésité viscérale chez la souris (Korner et al., 

2016). Des perturbations métaboliques similaires ont été ensuite observées dans un autre 

modèle murin de déficience de BH4 (Oguri et al., 2017). Le mécanisme proposé par les 

auteurs serait qu‟une déficience en BH4 induit une perturbation de la fonction du tissu 

adipeux brun, un tissu assurant la thermogénèse via une lipolyse. La stimulation du tissu 

adipeux brun a d‟ailleurs récemment été proposée comme traitement du diabète (Hankir et 

al., 2016). Enfin, une étude in vitro a montré qu‟une inactivation de la voie de synthèse de 

la BH4 induisait des perturbations importantes du métabolisme des lipides en raison d‟une 

diminution de la biodisponibilité de la BH4 pour l‟AGMO, une enzyme permettant le 

clivage des étherlipides (Watschinger et al., 2010). Au vu de ces études, l‟AGMO, ainsi que 

le tissu adipeux brun, mériteraient plus d‟attention dans les études sur le rôle métabolique 

de la BH4. Cependant, on pourra retenir que l‟effet bénéfique principal de la BH4 au 

niveau métabolique est l‟inhibition de la néoglucogénèse hépatique et que ces autres effets 

bénéfiques sont en rapport avec l‟inflammation, le stress oxydatif et la fonction vasculaire.  

 

En conclusion, la BH4 est essentielle à la fonction optimale des NOS en permettant leurs 

dimérisations, assurant ainsi une production de NO. Une diminution de la disponibilité de 

la BH4 pour les NOS a donc deux conséquences (1) la monomérisation des NOS entrainant 

une production des ROS au détriment du NO et donc une augmentation du stress oxydatif 

(2) une diminution de la production de NO ayant des conséquences importantes sur de 

nombreux processus incluant la fonction endothéliale, la vascularisation, l‟inflammation et 

le métabolisme. Ces dysfonctions sont fortement liées entre elles et sont observées de 

concert dans diverses pathologies avec un effet bénéfique de la BH4 lorsqu‟elle est utilisée 

de façon thérapeutique. Ces perturbations sont également retrouvées comme causes et 

conséquences dans la maladie d‟Alzheimer (Butterfield et al., 2006; Ferreira et al., 2015), 

c‟est pourquoi nous développerons les liens entre la maladie d‟Alzheimer et les diverses 

fonctions de la BH4 dans la partie III. Toutefois, avant d‟aborder ce sujet, il convient de 
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traiter du rôle de la BH4 dans le système nerveux central et en particulier de son 

implication dans la synthèse des neurotransmetteurs.   

 

4. Fonctions centrales de la BH4 

a. Distribution de la BH4 dans le cerveau 

La distribution de la BH4 dans le cerveau a d‟abord été étudiée par Levine qui a montré 

chez le rat une distribution hétérogène à travers le cerveau avec des zones fortement 

enrichies qui correspondaient à des zones riches en TH et TPH, c'est-à-dire riches en 

neurones monoaminergiques (Levine et al., 1979). Des études de la distribution de la 

GCH1, chez le rat, ont confirmé que l‟ARNm (Hirayama et al., 1993) et la protéine 

(Dassesse et al., 1997; Nagatsu et al., 1995) étaient exprimées majoritairement dans les 

neurones monoaminergiques, avec une expression prépondérante dans les neurones 

sérotoninergiques comparativement aux neurones noradrénergiques et dopaminergiques 

(Hirayama et al., 1993; Kapatos, 2013; Lentz and Kapatos, 1996). L‟expression des 

enzymes de synthèse de la BH4 a également été observée dans les neurones 

monoaminergiques du raphé, de la substance noire et de l‟aire tegmentale ventrale (Wyler 

et al., 2015) (Gensat atlas, Human brain atlas). Des études de cultures primaires ou 

immortalisées montrent également que le système de synthèse de la BH4 serait présent et 

fonctionnel dans les cellules gliales cérébrales. Les astrocytes et les microglies seraient 

ainsi capables de produire de la BH4 après une stimulation immunitaire (Sakai, Barker 

1998, Ding 1997, Bogdan 1995, Carrol D‟Sa 1996, Cho 2001, Chiarini 2009).  

 

b. Synthèse et libération de neurotransmetteurs 

En tant que cofacteur de la PAH, la TH et la TPH, la BH4 est essentielle à la synthèse de 

deux neurotransmetteurs majeurs : la dopamine et la sérotonine. Nous nous concentrerons 

ici sur son rôle général dans la synthèse des monoamines, en particulier la sérotonine, son 

rôle dans le système dopaminergique étant décrit plus en détail dans le chapitre suivant. 

Elle est également essentielle à la synthèse du NO qui, en dehors de son rôle vasculaire, a 

également un rôle dans la modulation de la neurotransmission.  
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Synthèse des monoamines 

Après les premières études qui ont découvert le rôle de cofacteur de la BH4 dans la 

synthèse de dopamine et de sérotonine, de nombreuses études in vivo chez l‟animal ont 

décrit son rôle dans la neurotransmission.  

Des mesures des niveaux de monoamines dans des modèles murins de déficiences partielles 

en BH4 ont confirmé son importance dans la synthèse des monoamines. La souris hph-1, 

ayant une mutation de la GCH1 et des taux diminués de BH4 (pour le cerveau, diminution 

de 42% par rapport au phénotype sauvage), présente des taux cérébraux réduits de 

sérotonine et de dopamine (en moyenne 25 et 45% respectivement) (Barker et al., 1998; 

Brand et al., 1996; Lam et al., 2007; Nasser et al., 2014; Zeng et al., 2004). Cet effet est 

retrouvé lors de l‟inactivation génétique des autres enzymes de synthèse de la BH4, la SR 

(modèle SR (-/-)) (Homma et al., 2013; Kwak et al., 2013; Yang et al., 2006) et également 

la PTPS (modèle PTPS(-/-)) (Sumi-Ichinose et al., 2001) .Il est important de noter que les 

souris PTPS (-/-) meurent à la naissance et que la déficience en monoamines n‟a pu être 

mesurée que chez les souriceaux morts ou chez des souris avec une réexpression partielle 

de la PTPS permettant la survie (Sumi-Ichinose et al., 2005). Un modèle de « knock-in » a 

également été créé avec le remplacement du gène de la PTPS par un variant muté 

conduisant à la production d‟une protéine avec une activité de 15% par rapport à l‟allèle 

sauvage (Korner et al., 2016). Cependant les taux de BH4 cérébraux ainsi que des 

monoamines sont très peu affectés dans ce modèle.  

 

À partir des années 1990, de nombreuses études ont testé les effets d‟une administration de 

BH4 sur la libération des monoamines. Cependant, ces études ont donné lieu à des 

conclusions assez contradictoires, certains observant une augmentation des taux 

monoamines (Miwa 1985, Sawada 1986, Koshimura 1990, Mataga 1991, Ohue 1992, 

Koshimura 1994, Liang 1998) alors que d‟autres n‟observent pas de modifications (Levine 

1987, Wolf 1990, Wolf 1991, Homma 2013, Schrer 2017). Cela peut s‟expliquer par la 

multiplicité de doses et de modes d‟administration de la BH4 mais également de méthodes 

de dosage des monoamines. Ces études sont résumées dans le tableau 1. 
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Il est important de noter que les études ne mesurent pas toujours les niveaux cérébraux de 

BH4 suite à son administration périphérique. Il est donc possible que, de façon similaire à 

l‟étude de Levine en 1987, l‟absence d‟effet sur la synthèse des monoamines soit imputable 

à l‟absence d‟augmentation cérébrale de la BH4. La technique de mesure des monoamines 

(mesure du contenu tissulaire versus mesure de libération synaptique par microdialyse) 

semble également influencer les résultats obtenus. Les seules études mesurant les 

monoamines extracellulaires plutôt que leurs contenus tissulaires sont réalisées après une 

administration en rétro-dialyse, c'est-à-dire in situ et non après une administration 

périphérique. Il est également très intéressant de noter que les études réalisant une 

administration de BH4 dans des modèles génétiques de déficience de BH4 (hph-1 ou SR(-/-

)) rapportent pour la plupart une augmentation des taux tissulaires de monoamines (Homma 

et al., 2013; Sumi-Ichinose et al., 2001). Or même si la concentration de la BH4 au sein de 

la synapse reste peu connue, certaines données indiquant qu‟elle y est saturante (Wolf et al., 

1991) ou non pour TPH (Miwa et al., 1985; Sawada et al., 1986) et la TH (Kettler et al., 

1974; Witter et al., 1996). La question de la saturation en BH4 des enzymes à la synapse 

mériterait plus d‟attention. Des variations de cette saturation lors d‟une diminution des 

niveaux de BH4 pourraient en effet expliquer en partie les différences entre les différentes 

études citées ci-dessus.  

 

Tableau 1 : Récapitulatif des études ayant étudiées l’effet d’une administration de BH4 par 

différentes voies sur la quantité de monoamines cérébrales. Les études sont classées 

chronologiquement. Les modes d‟administration sont indiqués dans la deuxième colonne et les 

administrations chroniques sont indiquées par le nombre de jours du traitement (si non précisé, 

administration aiguë). Les principaux résultats de chaque étude sont résumés dans la colonne „effets 

observés‟. Les résultats provenant de modèle murin de déficience en BH4 ou en monoamines sont 

indiqués en bleu clair. Les études ayant observé une augmentation de toutes les monoamines 

mesurées sont indiquées en vert, celle n‟ayant observé aucune modification en rouge et celle ayant 

des résultats mixtes en orange. Abréviations : intra-vasculaire (IV), intracérébrovasculaire (ICV), 

intrapéritonéale (IP) sérotonine (5HT) dopamine (DA), 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid (DOPA), 

modèle d‟inactivation génétique de la 6-pyrovoyl tetrahydrobiopterin synthase (PTPS-KO), 5,7-

dihydroxytryptamine (5,7-DHT).  
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Synthèse de NO par la NOS neuronale et facilitation de la neurotransmission 

Le NO est considéré comme un neuromodulateur gazeux depuis les années 80 (Garthwaite 

et al., 1988; Philippu, 2016). Il est produit lors de l‟activation neuronale principalement par 

la nNOS et va réguler la plasticité synaptique. La nNOS est exprimée dans tous les 

neurones du cerveau mais est fortement enrichie dans l‟hippocampe et le cervelet (Vincent 

and Hope, 1992; Zhou and Zhu, 2009). Le NO peut faciliter et optimiser la 

neurotransmission en agissant de façon rétrograde/pré-synaptique, péri-synaptique et post-

synaptique via l‟activation de la voie de la guanosine monophosphate cyclique, GMPc 

(Pour revue complète : Garthwaite, 2008). La production de GMPc va ensuite entrainer 

l‟activation de protéines kinases, de phophodiestérases, de canaux ioniques et de facteurs de 

transcriptions (Francis et al., 2010). En particulier, le NO permet de faciliter la 

potentialisation à long terme (Hawkins et al., 1998; Huang, 1997) modulant ainsi de 

nombreux processus mnésiques dont l‟apprentissage moteur (Yanagihara and Kondo, 

1996), olfactif (Kendrick et al., 1997), spatial (Hölscher et al., 1996) et d‟évitement 

(Telegdy and Kokavszky, 1997).  

L‟infusion d‟inhibiteur des NOS sur des tranches d‟hippocampe (Schuman Madison 1991) 

ou in vivo directement dans l‟hippocampe (Li et al., 2012) bloque la mise en place de la 

LTP et s‟accompagne également de déficits de l‟acquisition et la consolidation mnésique 

dans divers tests dont la reconnaissance d‟objet (Harooni et al., 2009; Li et al., 2012; 

Moosavi et al., 2014), (Pour revue sur le NO et la reconnaissance d‟objet : Pitsikas, 2015). 

Le NO est également impliqué dans d‟autres processus reliés à la mémoire tels que la 

neurogénèse (Chong et al., 2018; Luo et al., 2007) et la synaptogénèse (Hindley et al., 

1997; Nikonenko et al., 2003). Enfin, les souris dont le gène de la nNOS a été invalidé 

(nNOS -/-) ont des déficits mnésiques (Weitzdoerfer et al., 2004) bien que la morphologie 

de l‟hippocampe semble peu affectée (Huang et al., 1993). Ces liens entre nNOS et 

mémoire pourraient avoir des répercussions en conditions pathologiques, par exemple des 

perturbations de l‟expression de la nNOS ont été observées dans la maladie d‟Alzheimer 

(Norris et al., 1996; Simic et al., 2000; Thorns et al., 1998).  

Comme décrit précédemment, la synthèse NO est dépendante de la BH4, cependant les 

liens entre la BH4, la potentialisation de la neurotransmission et la mémoire ont très peu été 

explorés. Des stimulations de tranche de cervelet provenant de souris hph-1 ont montré que 
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la déficience en BH4 induisait une diminution du NO et de la signalisation GMPc (Brand et 

al., 1996). Dans la seule étude in vivo récente, Latini et ses collaborateurs ont évalué la 

mémoire aversive après des injections de BH4 i.c.v. dans plusieurs modèles murins. Leurs 

résultats démontrent que la BH4 augmente la mémoire aversive et facilite sa consolidation 

via une signalisation rétrograde NO dépendante (Latini et al., 2018). En cohérence avec ces 

résultats obtenus chez l‟animal, les études cliniques chez des patients souffrants de 

phénylcétonurie montrent un effet bénéfique de la supplémentation en BH4 sur la mémoire 

de travail (Christ et al., 2013). 

 

c. Rôles de la BH4 dans le comportement : ce que nous apprennent les modèles de 

déficience génétique 

La majorité des connaissances sur le rôle de la BH4 dans les comportements est issue des 

études réalisées sur les modèles de déficiences en BH4. Le modèle hph-1de déficience 

partielle de la GCH1 avec des niveaux cérébraux de BH4 diminués de 42% est le mieux 

caractérisé au niveau comportemental (Nasser et al., 2013, 2014). Les souris hph-1 ne 

présentent pas de différences physiques et comportementales marquées, leurs réflexes 

sensori-moteurs et leur activité locomotrice sont identiques à celle des souris contrôles de 

phénotype sauvage. Cependant, les souris hph-1 sont plus anxieuses et présentent un 

comportement de type « dépressif » caractérisé par une augmentation de l‟immobilité dans 

le test de suspension par la queue. Elles présentent également une diminution des 

comportements de type « compulsif » observés lors du test d‟enfouissement des billes 

(marble burying test). Ces comportements sont fortement dépendants de la transmission 

sérotoninergique (Hayashi et al., 2010; Li et al., 2006) ce qui est cohérent avec la 

diminution de sérotonine observée chez ces animaux. Cependant, les comportements 

dépendants des systèmes dopaminergiques comme la locomotion ou la motivation, 

semblent peu affectés et restent très peu étudiés.  

 

Les effets comportementaux observés chez la souris SR(-/-) sont assez différents malgré 

une diminution de la BH4 de 40% semblable à celle observée chez les hph-1 (Kwak et al., 

2013; Yang et al., 2006). Les souris SR (-/-) présentent des troubles locomoteurs très 

importants. Il est cependant compliqué de tirer des conclusions de ces modèles 
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d‟inactivation non-inductible qui induisent d‟importants troubles développementaux 

périphériques et centraux. Il a en effet été montré que la BH4 était essentielle pour le 

développement embryonnaire, une inactivation totale de sa synthèse conduisant à la mort 

des embryons in-utero ou à la naissance (Douglas et al., 2015; Sumi-Ichinose et al., 2001). 

Des perturbations très importantes dans la maturation cérébrale sont observées dans le 

modèles SR(-/-) (Homma et al., 2013).   

 

De rares études ont réalisé une caractérisation comportementale après une administration de 

BH4. La première en 1989 a montré que l‟administration aiguë périphérique de BH4 

(100mg/kg) n‟avait pas d‟effet sur la locomotion spontanée et augmentait l‟hyper-

locomotion induite par une injection de méthamphétamine, une drogue augmentant la 

libération de dopamine (Asami and Kuribara, 1989). Cet effet pro-locomoteur a également 

été rapporté dans un modèle de lésion sérotoninergique après des injections de BH4 (40 

mg/kg, 7 jours) (Mizuma et al., 2003). Une étude récente a démontré que la BH4 

administrée i.c.v. permettait d‟augmenter la mémoire aversive (Latini 2018).  

 

d. Implications de la BH4 dans les pathologies neuropsychiatriques 

Des diminutions des niveaux centraux de BH4 ont été observées dans de nombreuses 

maladies neuropsychiatriques. Ces dernières années ont vu l‟émergence d‟une littérature 

définissant la déficience en BH4 comme facteur causant ou aggravant des symptômes en 

lien avec des perturbations de la neurotransmission dopaminergique et sérotoninergique. 

 

Tout d‟abord la mutation de l‟enzyme de synthèse de la BH4, la GCH1, induit de graves 

problèmes moteurs dont une dystonie disparaissant suite à un traitement à la L-DOPA 

(Doummar et al., 2018; Segawa, 1996). Des mutations de la GCH1 ont d‟ailleurs été 

associées avec la survenue de la maladie de Parkinson (Mencacci et al., 2014). Outre ces 

diminutions drastiques, des perturbations des voies de synthèse ainsi que des niveaux 

réduits de BH4 cérébral ont été également observées chez des patients souffrants d‟autisme 

(Danfors et al., 2005; Frye et al., 2010; Schnetz-Boutaud et al., 2009), de schizophrénie 

(Kealey et al., 2005; Richardson et al., 2005, 2007), de troubles dépressifs (Blair et al., 

1984; Knapp and Irwin, 1989) et chez des patients atteints de la maladie de Parkinson 
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(Lovenberg et al., 1979a; Sharma et al., 2011) et d‟Alzheimer (Aziz et al., 1983; Barford et 

al., 1984; Foxton et al., 2007). De plus, les niveaux de BH4 semblent être diminués lors de 

situations inflammatoires (Felger and Miller, 2012a; Neurauter et al., 2008). Cette 

diminution est estimée par la mesure le ratio Phénylalanine/Tyrosine dans le plasma des 

patients. Ce ratio est utilisé en clinique comme indicateur de l‟activité de la PAH et est 

considéré comme reflétant les niveaux de BH4. La BH4 a été testée comme potentiel 

traitement du spectre autistique dans plusieurs études cliniques. Les résultats de ces études 

montrent une amélioration de certains symptômes dont la cognition, la communication et 

l‟hyperactivité (Danfors et al., 2005; Fernell et al., 1997; Frye et al., 2013; Klaiman et al., 

2013))(Revue complète dans Frye et al., 2010). La BH4 a également été testée chez des 

patients dépressifs avec des résultats contrastés, certaines études démontrant une 

amélioration de la symptomatologie dépressive (Curtius et al., 1983; Pan et al., 2011) et 

d‟autres non (Woggon et al., 1984). Cependant il faut noter que la plupart des études 

mentionnées ici (sauf pour celles ayant trait à l‟autisme) sont réalisées sur de petits 

effectifs. Les études pré-cliniques caractérisant les effets d‟une supplémentation en BH4 en 

situations physiologiques et pathologiques sont rares, rendant la mise en place d‟étude chez 

les patients plus risquée.  
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Pour résumer cette première partie : 

 

- La BH4 est nécessaire à la fonction des NOS (endothéliale, neuronale et inductible) 

mais également à leurs dimérisations. Une diminution de la BH4 entraîne une 

monomérisation des NOS et une diminution de la synthèse de NO au profit de ROS.  

 

- Un niveau optimal de BH4 est donc requis pour la bonne fonction endothéliale, 

vasculaire mais également les processus inflammatoires et métaboliques. 

 

- La BH4 est essentielle à la synthèse de dopamine et de sérotonine via son rôle de 

cofacteur pour la PAH, TH et TPH. Cependant, l‟effet d‟une administration exogène 

en BH4 sur la neurotransmission et les comportements s‟y rapportant est mal 

caractérisé. 

 

- Des altérations des niveaux de la BH4 sont observées dans de nombreuses situations 

pathologiques, cependant, très peu d‟études ont caractérisé les effets d‟une 

supplémentation en BH4 dans des modèles animaux. 

 

Nous allons nous focaliser sur deux situations pathophysiologiques en lien avec la BH4 

dans cette introduction :  

 

- Le système dopaminergique mésolimbique et de la motivation en situation 

physiologique et en situation de neuroinflammation, ces aspects seront abordés dans 

la partie II. 

 

- La maladie d‟Alzheimer, qui sera abordée dans la partie III.  
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II. La dopamine, neurotransmetteur de la 

motivation et ses perturbations associées à la 

neuroinflammation  

La BH4, à travers son rôle de cofacteur de la PAH et la TH, est cruciale dans la synthèse de 

dopamine (DA). La DA est un neurotransmetteur permettant de réguler la 

neurotransmission glutamatergique et GABAergique dans diverses structures dont le 

striatum. Elle est particulièrement impliquée dans la modulation des comportements 

motivés, d‟apprentissage et locomoteur. Une dérégulation de la synthèse et de la libération 

centrale de DA peut avoir des conséquences comportementales graves. La maladie de 

Parkinson est l‟une des pathologies les mieux décrites quant aux conséquences de la perte 

dopaminergique liée à la neurodégénérescence, notamment les troubles moteurs. Cependant 

des altérations motivationnelles peuvent également survenir, en particulier lorsque les 

perturbations dopaminergiques sont induites par une neuroinflammation chronique. La BH4 

pourrait alors jouer un rôle central dans les dérégulations dopaminergiques reliées à 

l‟inflammation. Dans cette partie, nous détaillerons le métabolisme de la dopamine, puis, 

après un descriptif du système dopaminergique mésolimbique et son implication dans la 

motivation, nous développerons les liens entre neuroinflammation, DA et motivation.  

 

1. Système dopaminergique  

La DA a été découverte en 1938 par Holtz en 1938. Il faudra attendre 20 ans pour que 

Arvid Carlsson, récompensé par un prix Nobel en 2000, démontre son rôle de 

neurotransmetteur (Carlsson, 1959). Bien qu‟elle soit présente en périphérie (par exemple 

dans les organes mésentériques), nous nous concentrerons ici sur son métabolisme puis sur 

ses fonctions au niveau du SNC et plus particulièrement du striatum.  
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a) Métabolisme de la dopamine  

Synthèse de la dopamine 

La synthèse de dopamine est classiquement considérée comme une réaction en deux étapes 

permettant la production de DA à partir de tyrosine (Figure 6). La tyrosine peut provenir de 

l‟alimentation mais également être synthétisée à partir de phénylalanine. La phénylalanine, 

contrairement à la tyrosine, est un des 8 acides aminés essentiels c'est-à-dire qui ne peut pas 

être synthétisée de novo par l‟organisme et doit être apporté par l‟alimentation. La PAH, 

enzyme convertissant la phenylalanine en tyrosine en présence de BH4, assure donc la 

biodisponibilité de la tyrosine pour la synthèse de DA. La réaction de biosynthèse de la DA 

a lieu principalement dans les terminaisons dopaminergiques. La première étape consiste en 

l‟hydroxylation de L-tyrosine en L-DOPA par la TH, enzyme dont la fonction est sous la 

dépendance de la BH4. Puis le L-DOPA est décarboxylé en DA par la décarboxylase 

d‟acide aminé aromatique (AADC) aussi appelée décarboxylase du DOPA. Dans les 

neurones noradrénergiques et adrénergiques, la DA peut ensuite hydroxylée en 

noradrénaline par la dopamine-β-hydroxylase puis méthylée en adrénaline par la 

phenetolamine-N-méthyltransférase. Des voies de synthèses alternatives existent mais elles 

sont mineures et ne permettent pas une synthèse adéquate de DA, elles ne seront donc pas 

décrites ici (Pour revue complète : Meiser et al., 2013).  

 

La tyrosine hydroxylase : enzyme clé dans la synthèse de DA 

La TH est l‟enzyme limitante dans la synthèse de DA et est donc fortement régulée au 

niveau transcriptionnel et post-traductionel (Tekin et al., 2014). En particulier, la 

phosphorylation de certains acides aminés de la TH (principalement les Serines 16, 31 et 

40) par diverses kinases permet d‟augmenter sa stabilité et son activité (Pour revue : 

Dunkley et al., 2004). Des phosphatases telles que PP2A et PP2C, peuvent à l‟inverse 

diminuer son activité (Bevilaqua et al., 2003; Leal et al., 2002). La TH peut être ubiquitinée 

pour être ensuite dégradée par le protéasome (Lopez Verrilli et al., 2009; Nakashima et al., 

2013). Pour finir, les ROS peuvent également diminuer la quantité de TH présente à la 

synapse en augmentant sa dégradation (Studer 2000, Kumar 2003). 
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En tant que cofacteur indispensable à la fonction de la TH (décrit en partie I), la BH4 a un 

rôle important dans sa régulation. Des études in vitro ont montré que des concentrations 

physiologiques de BH4 (25-100 µM) augmentaient l‟activité de la TH (sa Vmax) alors que 

des concentrations excessives pouvait l‟inhiber (Krishnakumar et al., 2000; Nelson and 

Kaufman, 1987). Une incubation de BH4 en l‟absence de tyrosine aurait également comme 

conséquence d‟inactiver la TH (Urano et al., 2006). La BH4 a un rôle de chaperonne de la 

TH permettant la stabilisation de sa conformation (Thöny et al., 2008) mais pourrait 

également diminuer la dégradation de la TH par le protéasome (Kawahata et al., 2015). Ces 

deux observations pourraient expliquer en partie la forte diminution de la quantité pré-

synaptique de TH observée dans les modèles de déficiences génétique de BH4 (PTPS -/- et 

SR -/-) (Homma et al., 2011, 2013).  

Enfin, la GCH1, enzyme limitante dans la synthèse de la BH4, peut interagir avec la TH 

(Bowling et al., 2008). L‟interaction entre la TH et la GCH1 éviterait non seulement 

l‟inhibition de la GCH1 par la GFRP mais permettrait également de potentialiser l‟activité 

de la TH en augmentant sa vitesse de réaction (Krishnakumar et al., 2000). 

Stockage et recapture  

Après sa synthèse, la DA est stockée dans les vésicules présynaptiques par l‟action du 

transporteur VMAT-2 (vesicular monoamine transporter 2) (Figure 6). Si elle n‟est pas 

stockée dans des vésicules, la DA est rapidement dégradée par auto-oxydation (Klegeris et 

al., 1995). La libération de la DA dans la fente synaptique lors d‟un potentiel d‟action est 

calcium dépendante et se fait par exocytose vésiculaire. Suite à sa libération, la DA va 

interagir avec les récepteurs dopaminergiques pré-synaptique et/ou les autorécepteurs post-

synaptiques puis va ensuite être dégradée ou recaptée (Pour revue : Rice et al., 2011).  

Le système de recapture de la DA est médié par un transporteur présynaptique 

membranaire le DAT (dopamine transporter). La DA recaptée par les neurones peut être de 

nouveau stockée dans les vésicules pré-synaptiques par l‟action de VMAT-2 mais 

également dégradée. La DA synaptique peut également être recaptée puis dégradée par les 

cellules gliales. Environ 80% de la DA libérée est recaptée par les neurones pré-synaptiques 

(Westerink and Spaan, 1982) faisant donc de la quantité, l‟activité et la localisation du DAT 
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à la synapse des éléments clés dans la régulation de l‟action de la DA (Hoffman et al., 

1998; McHugh and Buckley, 2015).  

 

 
 

Figure 6 : Représentation schématique d’une synapse dopaminergique. La synthèse de DA à 

partir de la tyrosine est réalisée par la TPH et la TH sous la dépendance de la BH4. La DA 

synthétisée dans le cytosol est ensuite stockée dans les vésicules via l‟action de VMAT. A la suite 

de la dépolarisation du neurone dopaminergique, la DA va être relarguée dans la fente synapse par 

exocytose vésiculaire. Elle peut se lier au récepteurs dopaminergique pré- ou post-synaptique puis 

être dégradée par les COMT extracellulaires en 3-MT. Elle peut également être recaptée au sein du 

neurone pré-synaptique par les DAT où elle sera soit de nouveau stockée dans les vésicules ou 

dégradée par les MAO intracellulaires en DOPAC. La DA peut également être capturée par les 

cellules microgliales pour être dégradée par les MAO.  
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Dégradation  

La dégradation de la DA est réalisée par deux enzymes : la monoamine oxydase (MAO) et 

la catéchol-O-méthyl-transferase (COMT) (Figure 6). La MAO permet la transformation de 

DA en acide 3,4-dihydroxyphenylacetique (DOPAC). La COMT dégrade la DA en 3-

methoxytyramine (3-MT). Puis, la MAO et la COMT permettent la synthèse d‟acide 

homovanillique (HVA) à partir respectivement du 3-MT ou du DOPAC. 

 

La COMT est une protéine majoritairement membranaire, même si certaines formes 

solubles ont été observées dans le cerveau (Myöhänen et al., 2010; Rivett et al., 1983). Elle 

participe à la dégradation de la DA et du DOPAC extracellulaire. Au niveau des neurones, 

la COMT est principalement exprimée au niveau post-synaptique et n‟est pas ou peu 

retrouvée au niveau pré-synaptique (Huotari et al., 2002; Karhunen et al., 1995). La COMT 

serait assez peu active dans le striatum par rapport à d‟autres structures comme le cortex, 

assumant seulement 15% de la dégradation de la DA chez le rat (Karoum et al., 1994). Cela 

est probablement dû au fait que le système de recapture de le DA est très rapide dans le 

striatum en raison du grand nombre de DAT dans cette structure (Block et al., 2015). La 

COMT est également présente sur la membrane des astrocytes et des microglies (Hansson 

and Sellström, 1983; Kaplan et al., 1979; Redell and Dash, 2007).  

 

Les deux isoformes de la MAO (MAO-A et MAO-B) sont principalement exprimées au 

niveau de la membrane externe des mitochondries (Saura et al., 1992). La MAO serait donc 

responsable de la majorité de la dégradation intracellulaire de la DA dans le striatum 

(Fornai 1999) au niveau des neurones pré-synaptique mais également des astrocytes et des 

microglies (Sader-Mazbar et al., 2013; Vitalis et al., 2002). De par sa localisation 

présynaptique, la DA néo-synthétisée, si elle n‟est pas stockée, est préférentiellement 

dégradée par les MAO. Le ratio DOPAC/DA est donc considéré comme un bon indice du 

métabolisme et du « turn-over » de la DA (Snyder, 1990; Westerink and Spaan, 1982).  
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Récepteurs dopaminergiques  

Les récepteurs de la DA sont des récepteurs métabotropiques couplés aux protéines G. Ils 

en existent 5 types différents (D1, D2, D3, D4 et D5) (Pour revue : Beaulieu and 

Gainetdinov, 2011a). Les récepteurs dopaminergiques sont regroupés en deux familles 

selon le type de protéine G auxquels ils sont associés : les récepteurs D1-like (D1 et D5) 

associés aux protéines G « stimulatrices » et les récepteurs D2-like (D2, D3 et D4) couplés 

aux protéines G « inhibitrices » (Beaulieu and Gainetdinov, 2011b; Missale et al., 1998).   

 

Les 5 types de récepteurs sont présents dans le striatum mais les D1R et D2R sont 

largement majoritaires (Beaulieu and Gainetdinov, 2011a; Surmeier et al., 1996; Wood and 

Runyan, 1969). Les D2R sont également présents au niveau pré-synaptique et peuvent 

moduler la libération dopaminergique en tant qu‟auto-récepteurs (Bamford et al., 2004; 

Ford, 2014; Sibley, 1999) 

 

Les récepteurs D1-like sont couplés à une protéine Gs. Lors de leurs stimulations, la sous-

unité α de la protéine Gs va interagir avec l‟adénylade cyclase, induisant ainsi une 

production d‟AMPc (adenosine monophosphate cyclique) qui va ensuite activer la protéine 

kinase A (PKA). La PKA va phosphoryler de nombreux effecteurs dont DARPP-32 

(dopamine and cAMP regulated phosphoprotein 32) qui permet l‟intégration et la 

transmission du signal dopaminergique (Corvol et al., 2001; Svenningsson et al., 2004). Les 

récepteurs D1-like peuvent également être couplés à une protéine Gαq qui stimule l‟activité 

de la phospholipase C, induisant une augmentation de la libération de calcium et de 

l‟activité de la protéine kinase C. 

 

A l‟inverse, les récepteurs D2-like sont couplés à une protéine Gαi qui va inhiber la 

production d‟AMPc et donc la signalisation DARPP-32. Leur activation va également 

induire une diminution de l‟excitabilité neuronale via une inhibition de l‟entrée calcique et 

une activation des courants potassiques GIRK2 (G protein-coupled inwardly rectifying 

potassium channel) (Beckstead et al., 2004).   
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b) Organisation du système dopaminergique  

Voies dopaminergiques projetant sur le striatum 

On distingue trois grandes voies dopaminergiques au niveau du mesencéphale: la voie 

nigrostriée, la voie mésolimbique et la voie mésocorticale. Ces trois grandes voies sont 

constituées des neurones dopaminergiques issus de trois structures : (1) la substance noire 

(SN) divisée en SN pars compacta, SN pars reticula et la SN pars lateralis correspondant 

au groupe A9 (2) l‟aire tegmentale ventrale (VTA) correspondant au groupe A10 et enfin 

(3) le noyau rétrorubrale ou groupe A9. La SN et la VTA projettent sur le striatum de 

façon ségrégée anatomiquement (Björklund and Dunnett, 2007) (Figure 8). De plus, la 

VTA projette également sur de nombreuses structures limbiques et corticales dont 

l‟hippocampe, l‟amygdale et le cortex préfrontal (Morales and Margolis, 2017).  

 

La SN projette principalement vers le striatum dorsal (ou putamen caudé) formant la voie 

nigrostriée, traditionnellement reliée au contrôle moteur. La VTA projette vers la partie 

ventrale du striatum, le striatum ventral ou noyau accumbens (NAcc), formant la voie 

mésolimbique impliquée dans la motivation (Figure 7). Il faut noter que cette ségrégation 

anatomique et fonctionnelle reste très schématique et que de plus en plus d‟études parlent 

plutôt d‟un continuum médio-latéral des projections dopaminergiques de la VTA et de la 

SN vers le striatum dorsal (Pour revue : Barrot, 2014; Bodea and Blaess, 2015; Haber, 

2014; Lammel et al., 2014). 
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Figure 7 : Organisation schématique fonctionnelle des projections dopaminergiques de la 

VTA et de la SN sur le Striatum. La modulation dopaminergique des neurones du striatum permet 

la mise en place des comportements motivés. En particulier la VTA et ses projections vers le NAcc 

sont impliquées dans les processus de motivation et les projections de la SN sur le striatum dorsal 

(StD) dans le contrôle moteur et la réalisation des comportements motivés. La différence entre ces 

deux concepts est détaillée dans la partie II.2. De nombreuses structures entrent en jeu dans ces 

deux processus dont certaines des plus importantes sont listées sur la figure. Le striatum joue un 

rôle d‟interface entre le système moteur et limbique dans la mise en place des comportements 

motivés en particulier via de nombreuses projections réciproques dites en boucle entre le Striatum, 

la VTA et la SN. L‟information suit un trajet ascendant partant de la partie ventrale 

(VTA/motivation) remontant vers la partie dorsale (SN/contrôle moteur). Adaptée de (Haber, 2014).  

 

Organisation du striatum  

Chez le rat et la souris, le striatum est constitué à 95% de neurones épineux moyens (MSN 

pour medium spiny neurons) qui sont GABAergiques et de 5% d‟interneurones non 

épineux cholinergiques ou GABAergiques (Graveland and DiFiglia, 1985). Deux 

populations de MSN ont été identifiées en fonction du sous type de récepteurs 

dopaminergiques qu‟ils exprimaient. Les neurones D1 qui expriment le récepteur 

dopaminergique D1 ainsi que d‟autres marqueurs comme la substance P et la dynorphine. 

Les neurones D2 expriment le récepteurs D2 ainsi que l‟enképhaline et le récepteur à 

l‟adénosine A2 (Bertran-Gonzalez et al., 2010; Gerfen et al., 1990; Valjent et al., 2009). 
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Les neurones D1 sont classiquement décrits comme appartenant à la voie « directe » car 

contactant directement la VTA et la SN alors que les neurones D2 sont regroupés sous le 

nom de « voie indirecte » (Albin et al., 1989; DeLong, 1990). Cette opposition entre directe 

et indirecte se traduit également au niveau fonctionnel par une action de la dopamine 

différente sur les neurones D1 et D2 (Gerfen et al., 1990; Girault et al., 1986). En effet, les 

neurones de la voie directe seront donc activés par la liaison de la dopamine sur leurs 

récepteurs D1 alors que les neurones de la voie indirecte vont être inhibés. Cet effet 

différentiel de la DA résulterait en une facilitation du comportement locomoteur pour la 

voie nigrostriée et motivationel pour la voie mésolimbique (Bamford et al., 2018; Hikida et 

al., 2010; Kravitz et al., 2012; Puryear et al., 2010). Ce modèle fonctionnel est basé sur le 

modèle des ganglions de la base et concerne surtout le striatum dorsal (Albin et al., 1989; 

DeLong, 1990) mais est également valide pour le striatum ventral (Bamford et al., 2018; 

Nieh et al., 2013). Le striatum est considéré comme le centre intégrateur de la transmission 

dopaminergique via un réseau en boucle ascendante formée des connexions ventrales 

(provenant de la VTA) et remontant vers les connexions dorsales (provenant de la SN) 

(Figure 7) (Haber et al., 2000). Certains proposent de définir le NAcc comme une interface 

moteur-limbique permettant de traduire la motivation en action motrice (Floresco, 2015; 

Mogenson et al., 1980).  

 

En résumé, les projections dopaminergiques en provenance de la VTA et de la SN sur le 

striatum vont permettre de moduler deux systèmes impliqués dans le contrôle et l‟activation 

des comportements : le circuit des ganglions de la base impliqués dans le contrôle moteur et 

le circuit de la « récompense » mésocorticolimbique impliqués dans les processus 

motivationnels (Figure 7).  

 

2. Système dopaminergique mésolimbique et motivation 

Le circuit de la récompense est constitué des neurones dopaminergiques de la VTA 

projetant sur de nombreuses structures dont le NAcc, le cortex pré-frontal, l‟amygdale, et 

l‟hippocampe (Lammel et al., 2012; Walsh and Han, 2014). Le NAcc est la structure 

centrale de ce circuit et sa fonction est fortement reliée à la motivation. Dans cette partie, 

nous essaierons de définir la motivation et les moyens de la mesurer chez l‟animal, puis 
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développerons les liens existants entre la libération de DA dans le NAcc et les 

comportements motivés.  

a) Qu’est-ce que la motivation ?  

Le terme motivation est un concept utilisé depuis longtemps par les psychologues, 

psychiatres, philosophes et neuroscientifiques souvent associé au terme de volonté et de 

plaisir. De nombreuses théories conceptuelles ont été émises sur la motivation ces 100 

dernières années, essayant ainsi de mieux la définir et la comprendre (Pour revue 

complète : Berridge, 2004). 

 

Une définition moderne de la motivation serait « l‟ensemble des processus par lesquels un 

organisme va réguler la probabilité, la proximité et la disponibilité d‟un stimulus » c'est-à-

dire les mécanismes qui vont guider le comportement vers un objectif (Salamone, 1992). La 

motivation permettrait donc d‟activer et initier, de stimuler et de diriger le comportement 

vers un but (Kleinginna and Kleinginna, 1981). En effet, tous les organismes ont des 

comportements motivationnels adaptatifs permettant de surpasser les épreuves de la vie 

(Bailey et al., 2016). Leurs survies dépendent de leurs capacités à aller vers les stimuli 

positifs (l‟eau, la nourriture, le sexe) et d‟éviter les stimuli négatifs (la douleur, les 

prédateurs, le stress). Cependant, les stimuli motivationnels ne sont pas toujours nécessaires 

à la survie, la motivation de l‟organisme à obtenir un stimulus va donc dépendre de la 

valeur attribuée à ce stimulus et du coût ou de l‟effort estimé requis pour l‟obtenir. L‟état 

physiologique de l‟organisme ainsi que le ressenti hédonique de l‟organisme au stimulus 

entrent également en jeu (Bijleveld et al., 2012; Kool and Botvinick, 2013; Studer and 

Knecht, 2016). Ces stimuli qui déclenchent un comportement d‟approche de l‟animal 

peuvent être également regroupés sous le terme de « récompense », même si ce terme est 

parfois rejeté par certains car trop vague (Salamone et al., 2012).  

 

Étant donné que les stimuli motivationnels ou récompenses sont disponibles à une distance 

physique ou psychologique, la seule façon d‟y accéder est l‟engagement d‟un 

comportement qui permettra leurs rapprochements physiques ou augmentera leurs 

probabilités de survenue. Cela a donné lieu à la séparation des comportements motivés en 

deux phases en 1917 par Craig : une phase « appétitive » représentant la phase d‟approche 
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et une phase « d‟achèvement » correspondant à l‟interaction avec les stimuli (Craig et al. 

1917). Cette distinction a été reprise par de nombreux auteurs, la phase appétitive étant 

également appelée préparatoire, anticipatoire ou instrumentale (Blackburn et al., 1989; 

Salamone, 1992).  

 

Les aspects motivationnels sont également séparés de façon qualitative avec une 

composante directionnelle et une composante d‟activation (Wolfe, 1964). La composante 

directionnelle est le processus guidant le comportement vers un but c'est-à-dire vers le 

recherche et ou l‟évitement d‟un stimuli et fait plutôt référence à des concepts de prise de 

décisions (Balleine et al., 1994; Kimchi and Laubach, 2009). La composante d‟activation 

ou activation comportementale est le fait d‟apporter de l‟énergie ou de la vigueur au 

comportement afin d‟obtenir ce stimulus. Cela se traduit par une augmentation de 

l‟initiation, de la vitesse et de la persistance de l‟action lors de la phase instrumentale 

anticipatoire lorsque celle-ci est dirigée vers un stimulus motivationnel (Floresco, 2015; 

Salamone, 1992; Salamone et al., 2012). Les concepts d‟ « incentive salience » et de 

« drive » ont vu le jour pour représenter les effets stimulants d‟une condition 

motivationnelle lors du comportement. L‟incentive salience pour un stimulus serait 

responsable du comportement d‟approche réalisé par l‟organisme et associé au 

renforcement opérant, c'est-à-dire au renforcement du comportement instrumental/moteur 

dirigé vers stimulus donné (Berridge and Robinson, 1998). On voit donc ici que la 

motivation et le contrôle moteur sont fortement reliés conceptuellement (et 

anatomiquement comme on a pu le voir dans la partie II.1). Ce n‟est d‟ailleurs pas par 

hasard que le mot motivation et le mot mouvement ont la même origine latine movere 

signifiant se mouvoir. En revanche, les concepts de plaisir et de motivation, qui 

traditionnellement étaient reliés, sont en fait assez distincts d‟un point de vue anatomique et 

conceptuel. Berridge en particulier a émis la théorie de l‟incentive salience séparant ainsi le 

« wanting » composante motivationnelle dépendante de la dopamine, du « liking » 

composante hédonique du plaisir ressentie et DA indépendante (Berridge, 2007; Berridge 

and Robinson, 1998; Olney et al., 2018). 
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La majeure partie de ces théories se base sur des expérimentations de modélisation de la 

motivation chez l‟animal et en particulier de la motivation pour une récompense 

alimentaire.  

 

b) Conceptualisation de la motivation chez l’animal  

Les principales mesures de motivation chez l‟animal sont des mesures des comportements 

motivés pour une récompense alimentaire dans des paradigmes de conditionnement 

opérant. Le principe du conditionnement opérant, aussi appelé conditionnement 

instrumental, nous vient d‟un scientifique issu du courant behavioriste : B.F. Skinnner. 

Skinner a réalisé la première distinction entre le conditionnement opérant et le 

conditionnement classique pavlovien (Skinner, 2014). Il a défini la notion de comportement 

renforcé qui est un comportement que l‟animal va réaliser de façon plus fréquente ou plus 

probable en raison de la conséquence de ce comportement (par exemple obtenir une 

récompense alimentaire). Les stimuli renforçant le comportement peuvent être la 

récompense elle-même mais également des stimuli associés à cette récompense (stimulus 

conditionné). Afin de valider sa théorie, Skinner a construit un dispositif appelée « boîte de 

Skinner » contenant un levier qui permettait aux animaux, lorsqu‟ils appuyaient dessus, 

d‟obtenir une récompense alimentaire. C‟est encore ce dispositif qui est utilisé aujourd‟hui 

dans les tâches de conditionnement opérant.  

 

Lors des tâches de conditionnement opérant, les animaux sont souvent sous restriction 

alimentaire. Cela permet d‟attribuer à la récompense alimentaire une valeur 

positive/renforçante mais également de minimiser la composante directionnelle de la 

motivation (c'est-à-dire la prise de décision en faveur de la prise alimentaire plutôt qu‟un 

autre comportement) (Bailey et al., 2016). Le paramètre qui va varier sera uniquement le 

coût de la récompense, c'est-à-dire l‟effort à fournir lors de la phase instrumentale 

permettant ainsi de mesurer la motivation des animaux à obtenir la récompense. Lors de 

l‟apprentissage, les animaux doivent appuyer un nombre de fois défini (souvent de 1 à 20) 

sur le levier pour obtenir une récompense (tâche de ratio fixe, FR). Le coût de la 

récompense (1 à 20 appuis) étant faible, la tâche ne fait pas ou peu intervenir de processus 

motivationnels mais est à la base de l‟apprentissage opérant, c'est-à-dire l‟association entre 
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un comportement (appuyer sur le levier) et l‟obtention d‟une récompense. Suite à cette 

association, plusieurs tests peuvent être réalisés mesurant différentes composantes 

motivationnelles.  

 

Le test de ratio progressif (PR) consiste en l‟augmentation graduelle de l‟effort à fournir 

(le nombre d‟appuis sur le levier ou réponses opérantes) pour obtenir une récompense. Le 

test de ratio progressif peut être cumulatif (PR+5 par exemple) ou exponentiel (PRx2). 

Dans le PRx2, le nombre d‟appuis requis (ratio) va donc être de 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128,  …  

pour chaque récompense. Le paramètre classiquement étudié lors des PR est le point de 

rupture (breakpoint) qui correspond au ratio le plus élevé que l‟animal atteint avant 

d‟abandonner (Hodos, 1961; Richardson and Roberts, 1996), un abandon étant considéré 

comme une période (souvent trois minutes) sans appui sur le levier. Cette mesure de la 

persistance du comportement opérant reflète la composante d‟activation de la motivation. 

En d‟autres termes, plus les animaux réalisent d‟appuis sur le levier, plus ils sont motivés. 

D‟autres mesures telles que la durée de la session avant que les animaux abandonnent sont 

également des indices de mesure de la motivation de plus en plus utilisées (Donthamsetti et 

al., 2018).  

 

La tâche de poussée continue repose sur le même principe que le PR, à la seule différence 

que les animaux doivent maintenir un appui sur le levier de plus en plus long plutôt que 

d‟augmenter le nombre d‟appuis réalisés (Bailey et al., 2015). En forçant l‟animal à rester 

immobile lors du maintien de l‟appui, cette tâche permet de s‟affranchir en partie d‟un biais 

hyperlocomoteur pouvant affecter les résultats en PR. Cependant, la composante 

locomotrice en PR peut être en partie évaluée par la mesure de la vigueur de la réponse en 

fonction des ratios (c'est-à-dire la fréquence des appuis) (Donthamsetti et al., 2018).  

 

La tâche concurrente, mise en place par Salamone (Salamone, 2007; Salamone et al., 

1991) permet quant à elle de mesurer la composante de choix relative à l‟effort. Dans cette 

tâche, l‟animal a le choix entre deux récompenses. La première a une valeur hédonique 

élevée, associée à un coût important, alors que la deuxième a une valeur hédonique 

inférieure associée à un coût plus faible. L‟animal va donc devoir réaliser un choix 
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comportemental basé sur l‟estimation coût/bénéfice de son action, une diminution de la 

motivation se traduisant par une préférence pour la récompense de faible coût. Cette tâche 

permet de mieux différencier la motivation primaire pour la nourriture dans des conditions 

de privation alimentaire (consommation totale de nourriture) de la composante activatrice 

motivationnelle lors de la phase instrumentale (choix de l‟effort à fournir). Un test similaire 

à la tâche concurrente peut être réalisé dans un labyrinthe en T avec un bras facilement 

accessible, contenant une récompense peu attractive et un bras peu accessible (souvent 

barré par un obstacle à escalader) contenant une récompense plus attractive (Denk et al., 

2005; Mai et al., 2012; Salamone, 1994).  

 

La plupart des tests utilisent la nourriture comme récompense mais on peut noter 

l‟utilisation du conditionnement opérant pour mesurer la motivation sociale (Martin and 

Iceberg, 2015). L‟effort demandé est souvent moteur mais des tâches cognitives plutôt que 

motrices ont été mises en place chez le rat (Cocker et al., 2012). Pour finir, des tâches 

demandant de la « patience » c'est-à-dire demandant aux animaux d‟arrêter d‟appuyer sur le 

levier après avoir obtenu la récompense pendant des délais de plus en plus longs permettent 

également de mesurer la motivation mais également l‟impulsivité (Denk et al., 2005; Wanat 

et al., 2010).  

 

La mise en place de tâches comportementales permettant de mesurer la motivation et ses 

composantes chez l‟animal a permis d‟étudier l‟implication de la DA mésolimbique dans 

ces processus.  

 

c) La dopamine mésolimbique et la motivation 

La DA mésolimbique a longtemps été considérée comme le médiateur du plaisir (Wise, 

1980, 2008) et ce n‟est que dans les années 90 que ce dogme a été remis en cause. En 

particulier, Berridge observe qu‟une déplétion totale de la dopamine mésolimbique chez le 

rat aboli leurs motivations à obtenir une récompense alimentaire sans altérer leur capacité à 

apprécier une solution sucrée (Berridge et al., 1989). La réactivité hédonique, mesurée par 

les mimiques oro-faciales de l‟animal lors de la consommation d‟une solution, n‟est pas 

altérée par une diminution de la DA mésolimbique (Berridge, 1996, 2007). La DA 
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mésolimbique en particulier au niveau du NAcc ne serait donc pas impliquée dans les 

processus de « liking » mais bien de « wanting » c'est-à-dire les processus motivationnels. 

Cette séparation de l‟hédonie (ou « liking ») et de la motivation (ou « wanting »), 

initialement postulée par Berridge, est maintenant communément admise (Berridge, 1996; 

Salamone, 2007; Treadway and Zald, 2011). La DA mésolimbique ne jouerait donc pas sur 

la motivation « primaire » à se nourrir mais sur l‟activation comportementale lors de la 

motivation.  

 

En effet, Salamone observe qu‟une diminution partielle de la DA par antagonisme des 

récepteurs dopaminergiques dans le NAcc induit une diminution de l‟effort exercé par les 

animaux pour obtenir de la nourriture renforcée en PR, sans induire de diminution de la 

quantité de nourriture totale consommée quand elle est disponible gratuitement (Salamone 

et al., 1991). Ces effets sont confirmés lors d‟une déplétion ou un antagonisme de la DA 

dans le NAcc lors dans le test de choix relatif à l‟effort en T-maze. La diminution de la 

signalisation DA dans le NAcc provoque un changement dans le comportement des 

animaux, ceux-ci délaissant le bras à coût et récompense élevé au profit du bras à 

récompense et coût bas. En revanche, lorsque les deux bras sont libres d‟accès ou tous deux 

équipés d‟une barrière (ayant donc un coût identique), la déplétion en DA ne modifie pas le 

comportement des animaux qui continuent d‟aller de façon préférentielle dans le bras 

contenant le plus grande récompense (Denk et al., 2005; Pardo et al., 2012; Salamone, 

1994). Ces études démontrent bien que la déplétion de DA mésolimbique n‟altère pas la 

préférence pour une récompense mais le comportement motivé dirigé vers cette 

récompense. Ces effets ont été confirmés par des études de lésions du NAcc (Balleine and 

Killcross, 1994; Cardinal et al., 2001; Hauber and Sommer, 2009) et l‟administration 

d‟antagonistes dopaminergiques (Bari and Pierce, 2005; Nowend et al., 2001; Nunes et al., 

2013; Robles and Johnson, 2017). La déplétion ou l‟antagonisme de la DA dans le NAcc 

sont donc plutôt bien caractérisés, en revanche l‟effet de l‟augmentation de la DA dans le 

NAcc sur la motivation est moins étudié.  

 

On observe toutefois une augmentation des appuis en PR ainsi qu‟un choix préférentiel 

pour le levier à coût et valeur élevés en tâche concurrente lors de l‟augmentation de la 
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quantité de DA synaptique via l‟inactivation génétique ou pharmacologique de DAT 

(Cagniard et al., 2006; Sommer et al., 2014). La surexpression ou l‟activation des 

récepteurs dopaminergiques dans le NAcc induit également une augmentation de la 

motivation (Soares-Cunha et al., 2016; Trifilieff et al., 2013) L‟amphétamine est le moyen 

le plus utilisé pour étudier les effets d‟une augmentation de la libération de DA sur la 

motivation. L‟augmentation de la motivation chez l‟animal a été observée dans diverses 

tâches motivationnelles suite à l‟administration d‟amphétamine systémique ou directement 

dans le NAcc (Bailey et al., 2015; Bardgett et al., 2009; Mayorga et al., 2000; Sommer et 

al., 2014; Zhang et al., 2003). Une des limitations de l‟effet de l‟amphétamine concerne ses 

effets hyper-locomoteurs pouvant se traduire par une augmentation des appuis sur le levier 

non-spécifique à la motivation. Toutefois, l‟augmentation de la motivation en PR s‟observe 

pour des doses d‟amphétamine faible n‟induisant pas une hyperlocomotion, et également 

lors de tâche de choix relative à l‟effort en labyrinthe en T, moins dépendante de 

l‟hyperlocomotion (Salamone et al., 2012). La L-DOPA, qui augmente de la synthèse de 

DA, induit également une augmentation de la motivation chez l‟Homme et l‟animal 

(Beierholm et al., 2013; Guitart-Masip et al., 2012; Robinson et al., 2007).  

 

Ces études de diminution ou d‟augmentation de la DA mésolimbique mettent en évidence 

son rôle indispensable dans la production d’un comportement motivé vers un but (Pour 

revue complète : Salamone et al., 2012). En particulier, la DA semble être nécessaire aux 

effets activateurs d‟un stimulus et à la sensibilité à l‟effort lors d‟une tâche dirigée vers un 

but, mais qu‟en est-il de la libération physiologique de DA dans le NAcc lors des 

comportements motivés ?  

 

La libération et la signalisation dopaminergique chez l‟animal sont étudiées par différentes 

techniques. L‟électrophysiologie permet d‟enregistrer l‟activité des neurones 

dopaminergiques ou des neurones du striatum (MSN, medium spiny neurons) qu‟ils 

contactent avec une résolution de l‟ordre de la milliseconde, la voltamétrie permet de 

quantifier directement la libération de DA dans des laps de temps également très courts. 

Enfin, la microdialyse intra-cérébrale permet de recueillir puis de mesurer la DA 

extracellulaire sur des intervalles de temps plus longs (de l‟ordre de la dizaine de minutes). 



 

46 

La microdialyse permet donc une mesure « nette » des fluctuations de DA à la synapse et 

tenant compte des mécanismes de synthèse, libération et re-capture (Hauber, 2010).   

 

Une première étude chez le singe a mis en évidence une augmentation de l‟activité des 

neurones dopaminergiques de la VTA lorsque les animaux appuyaient sur le levier mais pas 

lorsque la récompense leur était présentée gratuitement (Nishino et al., 1987). Ces 

observations ont été confirmées en voltamétrie chez la souris (Brown et al., 2011; Gan et 

al., 2010; Roitman et al., 2004). La mesure in vivo de DA dans le NAcc chez des animaux 

réalisant des tâches motivationelles en conditionnement opérant a également montré une 

augmentation de la libération de DA lors de la réponse opérante (Cousins et al., 1999; 

McCullough et al., 1993; Ostlund et al., 2011; Segovia et al., 2011; Sokolowski et al., 

1998). Cette libération de DA est corrélée à la quantité d‟appuis que les animaux doivent 

fournir et non à la quantité de récompense obtenue (Ostlund et al., 2011; Sokolowski et al., 

1998). Elle n‟est également pas observée lors de la consommation de la récompense 

alimentaire utilisée lors des tâches motivationnelles lorsque celle-ci est proposée 

gratuitement (Segovia et al., 2011). Enfin, la libération de DA dans le NAcc est fortement 

associée à la présentation de stimuli associés à une récompense (Hauber, 2010; Segovia et 

al., 2011). Il a été également été montré que la DA extracellulaire dans le NAcc augmentait 

lors de la présentation d‟une récompense alimentaire nouvelle mais pas lors d‟une 

présentation chronique (Bassareo and Di Chiara, 1999). En effet, il a été proposé que la DA 

encoderait la prédiction de l‟erreur, via une augmentation de la libération de DA lors d‟une 

récompense imprévue et à l‟inverse une diminution de la libération lors de l‟absence d‟une 

récompense attendue (Schultz, 2016). En résumé, l‟augmentation de la libération de DA 

dans le NAcc permet donc l‟anticipation d‟une récompense, l‟évaluation du coût de cette 

récompense et afin l‟initiation et l‟énergisation du comportement dirigé vers cette 

récompense.   

La libération de DA dans le NAcc est donc fortement associée et nécessaire à la 

réalisation de comportements motivés, en particulier dans sa composante instrumentale 

facilitant la production d‟un effort dirigé vers un but. Des déficits en DA mésolimbiques 

peuvent par conséquent avoir de lourdes conséquences comportementales en altérant la 

motivation.  
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3. Dérégulations dopaminergiques et motivationnelles 

associées à l’inflammation  

Les désordres de la motivation sont nombreux, ils sont souvent définis par les termes 

d‟apathie, anergie ou fatigue. De telles atteintes sont observées dans de nombreuses 

maladies neuropsychiatriques dont les maladies d‟Alzheimer et de Parkinson, la 

schizophrénie ou encore la dépression. Longtemps étudiés de façon « patho-dépendante », 

une littérature récente propose une approche centrée sur les symptômes comportementaux 

et les circuits neuronaux les sous-tendant afin d‟identifier plus facilement les causes et 

potentiels traitements de ces symptômes (Morris and Cuthbert, 2012). Cette approche a 

permis d‟identifier que la neuroinflammation serait un des facteurs impliqués dans les 

désordres motivationnels (Felger and Treadway, 2017). Après une brève description des 

dérégulations de la motivation et leurs liens cliniques avec la DA mésolimbique, nous nous 

concentrerons sur les effets de l‟inflammation sur le système dopaminergique et la 

motivation.  

a) Dérégulation dopaminergique et motivationnelle  

Définition des troubles de la motivation 

De nombreux termes sont utilisés par les praticiens pour décrire les symptômes 

motivationnels (Markou et al., 2013) :  

- L‟apathie est définie comme un désordre de la motivation caractérisée par une 

diminution des comportements volontaires dirigés vers un but (Leentjens et al., 

2008). Cette définition est souvent utilisée dans le cadre des maladies 

neurodégénératives mais peut être étendue à de nombreuses pathologies 

neuropsychiatriques (Starkstein and Leentjens, 2008).  

 

- L‟avolition a une définition similaire à celle de l‟apathie avec une diminution de la 

capacité à initier et maintenir un comportement vers un but, c‟est un terme 

couramment utilisé en clinique pour décrire les symptômes négatifs chez les 

patients schizophrènes (Foussias and Remington, 2010).   
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- La fatigue centrale est caractérisée par un manque d‟énergie mentale ou physique 

relié à des problèmes motivationnel particulièrement utilisé dans les maladies à 

composante inflammatoire comme la sclérose multiple (Chaudhuri and Behan, 

2004).  

 

-  L‟anergie est une diminution de l‟énergie ressentie (Markou et al., 2013)  

 

- Le retard psychomoteur est considéré comme un ralentissement des mouvements et 

une diminution de l‟engagement d‟un mouvement en lien avec un ralentissement 

mental (Jones and Pansa, 1979).  

 

- L‟anhédonie, dont la définition clinique de « perte de capacité à ressentir, anticiper 

ou s‟engager dans une expérience plaisante », est une caractéristique principale de 

la dépression majeure (Treadway and Zald, 2011). Cependant cette définition est 

assez large et peut mener à des confusions entre perte de plaisir et désordres 

motivationnels (Husain and Roiser, 2018; Treadway and Zald, 2011). 

 

 Nous utiliserons ici le terme anhédonie dans sa définition pré-clinique (perte de ressenti du 

plaisir) et la considérerons fonctionnellement et conceptuellement différente de la 

motivation comme décrit dans la partie II.2. On peut voir ici que les termes cliniques 

définissant les désordres motivationnels se chevauchent et ne tiennent pas forcément 

compte des circuits neuronaux et fonctionnels impliqués.  

Lien entre troubles de la motivation et dopamine en clinique 

L‟apathie et les désordres motivationnels sont fortement reliés à des perturbations 

dopaminergiques (Chong and Husain, 2016; Salamone and Correa, 2012). Chez l‟animal, 

une inactivation complète de la synthèse de DA provoque une absence totale de 

mouvement (Palmiter, 2011). Au-delà de ces effets drastiques, une diminution de la DA 

mésolimbique entraîne des perturbations importantes de la motivation comme décrit dans la 

partie 2.C. Ces liens entre DA et motivation observés chez l‟animal sont également établis 

au niveau clinique dans de nombreuses pathologies.  
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Chez l‟Homme, l‟exemple le plus probant des liens entre dopamine et motivation est celui 

de la maladie de Parkinson, caractérisée par une perte sévère des neurones 

dopaminergiques de la SN mais également dans une moindre mesure de la VTA. On 

observe chez les patients, outre les troubles moteurs, des déficits motivationnels reliés à 

cette dégénérescence dopaminergique, notamment l‟apathie, observée chez 17 à 70% des 

patients, corrélée à une diminution de l‟activité du striatum ventral (Aarsland et al., 2009; 

Leentjens et al., 2008; Martínez-Horta et al., 2014; Remy et al., 2005). La grande variabilité 

des chiffres rapportés par les études s‟explique par la difficulté à séparer troubles 

locomoteurs et apathie. De plus, les patients parkinsoniens réalisent moins d‟efforts dans 

des tâches récompensantes monétaires (Chong et al., 2015) et présentent une activité du 

striatum réduite lors de l‟acquisition d‟une récompense (Künig et al., 2000). Enfin, la 

stimulation du système dopaminergique pour traiter les symptômes moteurs des patients 

parkinsoniens induit également une amélioration des symptômes motivationnels et de 

l‟apathie (Chong et al., 2015; Leentjens et al., 2009).   

 

De nombreuses études ont également mis en évidence des troubles motivationnels chez les 

patients schizophrènes (Culbreth et al., 2018; Foussias and Remington, 2010). L‟hypothèse 

dopaminergique de la schizophrénie propose que les symptômes positifs et négatifs sont 

sous-tendus par une dysfonction dopaminergique, associant augmentation et/ou diminution 

de la transmission dopaminergique mésolimbique (Baumeister and Francis, 2002). 

 

Les altérations de la motivation sont particulièrement retrouvés chez les patients souffrants 

de dépressions majeures (Demyttenaere et al., 2005; Dunlop and Nemeroff, 2007; 

Groeneweg-Koolhoven et al., 2016; Treadway and Zald, 2011; Yadid and Friedman, 2008). 

Ces déficits, souvent mesurés par des questionnaires, sont également observés lors de 

tâches motivationnelles, dans des paradigmes sont similaires à ceux réalisés chez l‟animal 

mais utilisant des récompenses monétaires (Kunisato et al., 2012; Pizzagalli et al., 2008; 

Treadway et al., 2012). Par exemple, les patients dépressifs choisissent préférentiellement 

l‟option la moins coûteuse lors d‟une tâche mettant en concurrence une récompense 

monétaire faible à faible coût avec une récompense monétaire élevée à coût élevé 

(Treadway et al., 2012). Ces troubles de la motivation sont reliés à des dysfonctions 
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dopaminergiques incluant une diminution des métabolites de la DA dans le liquide céphalo-

rachidien (CSF) (Willner 1983), une diminution de l‟activité du striatum en réponse à la 

récompense ou aux stimuli associés à une récompense (Forbes et al., 2009; Smoski et al., 

2009; Stringaris et al., 2015) et une diminution de la liaison de la DA à ses récepteurs 

(Pecina, 2017). Ces altérations dopaminergiques sont préférentiellement retrouvées chez les 

patients dépressifs atteints de troubles motivationnels et non de troubles hédoniques 

(Treadway and Zald, 2011). Certaines études n‟ont observé aucune altération du système 

dopaminergique mésolimbique (Hirvonen et al., 2008; Parsey et al., 2001) suggérant 

l‟existence d‟un sous-type de patients dépressifs ayant des altérations dopaminergique et 

motivationnelles.  

 

Il semblerait donc que les troubles dopaminergiques accompagnent la dépression chez un 

certain nombre de patients. Il a été postulé que la résistance aux traitements classiques 

antidépresseurs (inhibiteurs de la recapture de sérotonine - SSRI) était associée à des 

atteintes dopaminergiques expliquant ainsi que les symptômes motivationnels soient 

difficiles à traiter chez ces patients (Dunlop and Nemeroff, 2007; Salamone et al., 2018; 

Willner et al., 2013). La stimulation profonde du NAcc ainsi que l‟utilisation des agonistes 

dopaminergiques ont par exemple été explorées comme méthodes thérapeutiques, avec de 

bons résultats, dans les cas de résistances aux traitements antidépresseurs classiques de type 

SSRI (Cowen, 2017; Cusin et al., 2013; Hori and Kunugi, 2013; Nauczyciel et al., 2013). 

En parallèle, des niveaux inflammatoires élevés ont été observés chez les patients résistants 

au traitement et/ou ayant des atteintes dopaminergiques (Cattaneo et al., 2013; Lanquillon 

et al., 2000; Raison et al., 2006, 2013). Ces données ont conduit à l‟hypothèse d‟une 

implication de la neuroinflammation dans les perturbations dopaminergiques et 

motivationnelles observées dans la dépression mais également d‟autres pathologies à 

composante inflammatoire (Felger and Treadway, 2017).  
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b) La neuroinflammation influence la neurotransmission dopaminergique 

Neuroinflammation: définitions et évidences cliniques  

Le cerveau a longtemps été considéré comme « immuno-privilégié » car protégé par la 

BHE des attaques et réponses immunitaires périphériques. Cependant, ce dogme a été remis 

en cause au cours des dernières années. Le cerveau n‟est pas inaccessible et possède même 

un système immunitaire qui lui est propre. Cependant les mécanismes inflammatoires 

centraux sont différents de la périphérie. La neuroinflammation peut prendre source au 

niveau du cerveau lui-même, mais également faire suite à une inflammation périphérique. 

L‟inflammation périphérique peut accéder au cerveau via trois grandes voies (Capuron and 

Miller, 2011; D‟Mello and Swain, 2017) : (1) le passage ou infiltration de cellules 

immunitaires à travers la BHE, en particulier lors de fuite de celle-ci (2) des mécanismes de 

passage actif des cytokines pro-inflammatoires, principales médiatrices de l‟inflammation,  

à travers la BHE en particulier au niveau des organes circumventriculaires, des cellules 

endothéliales et des macrophages périvasculaires et (3) une voie « neurale » impliquant le 

nerf vague qui relaie l‟information inflammatoire à différentes régions cérébrales. Cette 

inflammation va ensuite se propager à tout le cerveau via une signalisation dépendante des 

cytokines et mettre en jeu les deux cellules de l‟immunité innée cérébrale : les microglies et 

les astrocytes (Aloisi, 2001; Dong and Benveniste, 2001). Les microglies sont les cellules 

immunocompétentes majeures du cerveau, qui présentent un phénotype quiscent en 

situation physiologique. Lors de l‟activation immunitaire, elles changent de phénotype pour 

exercer leurs activités immunes. Deux types d‟activation ont été décrits (Colton, 2009; 

Orihuela et al., 2016; Wolf et al., 2017) : un phénotype M1 d‟activation classique dans 

lequel les microglies sécrètent des cytokines pro-inflammatoires telles que les interleukines 

(IL) IL-1β, IL-6 et le TNF-α mais également des protéines impliquées dans la propagation 

du stress oxydatif tel que iNOS et la cyclo-oxygénase 2 . Cette activation correspond à un 

rôle de défense et d‟élimination du pathogène, il peut cependant devenir délétère s‟il est 

prolongé (Hagberg 2012). Le deuxième phénotype M2 est appelé alternatif, il correspond à 

une activité plutôt phagocytaire et anti-inflammatoire des microglies (Colton, 2009; 

Orihuela et al., 2016; Wolf et al., 2017). Les astrocytes participent également à la réponse 

immunitaire et sécrètent des cytokines pro- et anti-inflammatoires (Pour revue : Dong and 
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Benveniste, 2001). Au niveau moléculaire, les cytokines sont les principales médiatrices de 

la neuroinflammation avec des cytokines pro-inflammatoires dont les principales sont IL-

1β, IL-6 et le TNF-α et des cytokines anti-inflammatoires incluant IL-10, TGF-β. Les 

cytokines permettent d‟induire, réguler et contrôler la réponse immunitaire (Miller et al., 

2013).  

 

La neuroinflammation, en particulier lorsqu‟elle devient chronique, peut influencer de 

nombreux processus cérébraux. En particulier, elle entraîne des dysfonctions neuronales et 

synaptiques, inhibe la neurogenèse et peut induire à terme la mort neuronale (Pour revue 

complète : Lyman et al., 2014). La neuroinflammation entraîne également un stress 

oxydatif, comme vu dans le chapitre I, qui participe également à ces processus.  

 

Des augmentations de l‟inflammation périphérique ou centrale ont été observées chez de 

nombreux patients souffrants de schizophrénie (Khandaker et al., 2015), de maladie 

neurodégénérative (Alam et al., 2016) et de dépression majeure (Maes et al. 1999, 1992, 

Dowlati et al. 2010, Hodes et al. 2015, Ménard et al. 2017), en particulier chez les patients 

résistants aux traitements antidépresseurs classiques (Cattaneo et al., 2013; Lanquillon et 

al., 2000; Raison et al., 2006, 2013). Par ailleurs, la concentration de marqueurs 

inflammatoires périphériques corrèle avec les symptômes motivationnels chez les patients 

dépressifs (Felger et al., 2016; Goldsmith et al., 2016) et chez les personnes âgées saines 

(Eurelings et al., 2015). Cette neuro-inflammation apparaît donc comme un processus clé 

sous-tendant les symptômes motivationnels observés chez ces patients souffrants de 

diverses pathologies, affectant particulièrement le système dopaminergique.   

Impacts de la neuroinflammation sur la motivation : Évidences cliniques et précliniques  

Un ensemble de données grandissant suggèrent que les altérations motivationnelles 

pourraient résulter au moins en partie des effets de l‟inflammation sur le système 

dopaminergique. Cette hypothèse repose majoritairement sur les observations réalisées chez 

des patients sous thérapie à l‟interféron-α (INF-α), une cytokine pro-inflammatoire utilisée 

dans le traitement des hépatites C et des mélanomes, induisant une forte inflammation 

centrale et périphérique. En fonction de la dose utilisée, jusqu‟à 80% des patients 



 

53 

développent des problèmes motivationnels incluant une diminution de la motivation, de la 

fatigue, des ralentissements psychomoteur et de l‟anergie (Capuron et al., 2002, 2003, 

2012; Donnelly, 1998; Felger et al., 2013a; Musselman et al., 2001). Les symptômes 

motivationnels corrèlent avec une diminution de l‟activité du striatum ventral lors d‟une 

tâche monétaire récompensante et la diminution de la DA et ses métabolites dans le CSF 

(Capuron et al., 2012; Felger et al., 2013b). L‟augmentation de l‟absorption et de la 

diminution du renouvellement de L-DOPA radioactif injecté chez ces patients suggère une 

perturbation de la synthèse de DA pré-synaptique (Capuron et al., 2012). Ces effets sont 

également observés lors d‟une inflammation aiguë induite par l‟injection d‟endotoxine 

(LPS) avec une diminution de l‟activité du striatum ventral lors de l‟anticipation ou la 

présentation d‟une récompense (Eisenberger et al., 2010; Harrison et al., 2016). Deux 

études récentes se sont intéressées aux différentes composantes motivationnelles altérées 

dans une tâche de choix relative à l‟effort après injection de LPS (Draper et al., 2018; 

Lasselin et al., 2017). La première a démontré que c‟était la sensibilité à l‟effort et non à la 

récompense qui était altérée, renforçant l‟idée d‟une perturbation de la DA mésolimbique 

(Draper et al., 2018). En revanche, les résultats de la deuxième étude décrivent plutôt une 

augmentation du choix vers l‟option à coût et valeur élevés chez les sujets ayant reçu 

l‟injection de LPS (Lasselin et al., 2017). Les auteurs concluent à une association entre 

l‟inflammation et un comportement de « sauvegarde d‟énergie » redirigeant le 

comportement vers des tâches très récompensantes. L‟inflammation induit également des 

perturbations de la DA au niveau de la SN et du striatum dorsal qui seraient plus en lien 

avec les symptômes de ralentissement psychomoteur et de fatigue physique ressentis 

(Brydon et al., 2008; Capuron et al., 2003, 2007).   

 

Des études chez le primate ont permis de confirmer ces observations obtenues chez 

l‟Homme. Les travaux de Felger et son équipe ont mis en évidence qu‟une administration 

chronique d‟INF-α induisait une diminution de la quantité sucrose acquise grâce une tâche 

cognitive alors que la consommation du sucrose « gratuite » n‟était pas affectée (Felger et 

al., 2013a). Les auteurs ont également mis en évidence par des expériences de 

microdialyse, une diminution de la libération de DA induite par potassium ou 

amphétamine, corrélée aux déficits motivationnels (Felger et al., 2013a). Une diminution 
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des métabolites de la DA dans le CSF, en association avec un ralentissement psychomoteur 

avait déjà été observée dans une expérience similaire (Felger et al., 2007). Enfin, il a été 

démontré que la diminution de la libération de DA après traitement à l‟INF-α pouvait être 

rétablie par l‟administration de L-DOPA (Felger et al., 2015). Ces derniers résultats 

suggèrent que l‟administration d‟INF-α altère principalement la synthèse de DA et non son 

stockage ou sa dégradation. 

 

Enfin, des travaux dans des modèles murins ont également mis en évidence des 

perturbations dopaminergiques suite à l‟administration d‟INF-α aigu ou chronique (Kamata 

et al., 2000; Kitagami et al., 2003; Shuto et al., 1997) s‟accompagnant de déficits 

motivationnels (van Heesch et al., 2013). De façon similaire, l‟administration chez la souris 

d‟IL-1β et d‟IL6 conduit également à une perturbation de la motivation dans des tâches de 

choix relatif à l‟effort (Nunes et al., 2014; Yohn et al., 2016) et à une diminution de la 

libération de DA dans le NAcc pour la dose d‟IL6 la plus forte (Yohn et al., 2016). Il a été 

montré dans une tâche de conditionnement opérant chez la souris que le nombre d‟appuis 

sur le levier renforçant en progressive ratio était diminué 24h après injection de LPS, en 

faveur du choix du levier à coût/récompense élevé, ceci rappelant les résultats obtenus chez 

l‟Homme obtenus par Lasselin et al. (Vichaya et al., 2014, 2018). D‟autres études décrivent 

une augmentation de la dégradation de la DA, deux heures après injection de LPS (van 

Heesch et al., 2014) ou une diminution de la DA tissulaire dans le striatum (Yeh et al., 

2015). Collectivement, ces études chez l‟Homme et l‟animal démontrent que 

l‟inflammation induit des perturbations dans la transmission dopaminergique qui 

s‟accompagnent de déficits motivationnels.  

Potentiels mécanismes sous-tendant les modifications dopaminergiques induites par 

l’inflammation  

Plusieurs mécanismes inflammatoires peuvent interagir avec la transmission 

dopaminergique. Certaines études suggèrent une altération de la synthèse de DA (Capuron 

et al., 2012; Felger et al., 2015). Or, comme nous l‟avons vu précédemment (Partie I), la 

synthèse de DA est fortement dépendante de la BH4, cofacteur nécessaire à la fonction de 

la TH. Or la BH4 est étroitement reliée aux fonctions inflammatoires et oxydatives. 

L‟inflammation aiguë induite par un stimulus immunitaire induit une augmentation de la 
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synthèse de GCH1, l‟enzyme limitante dans la synthèse de BH4, comme vu dans la 

première partie de l‟introduction. En revanche, l‟inflammation soutenue et chronique peut 

entraîner une oxydation de la BH4 et réduire ainsi sa biodisponibilité pour l‟activité de la 

TH, aboutissant à une réduction de la synthèse de DA (Figure 8) (Felger and Miller, 2012b; 

Neurauter et al., 2008). Une diminution de la BH4 centrale a ainsi été observée deux jours 

après injection d‟une dose élevée d‟INF-α intramusculaire (Kitagami et al., 2003) et 

également lors d‟injection chronique d‟IL6 (Li et al., 2003a). Les ratios de BH2/BH4 ainsi 

que de Phenylalanine/Tyrosine (reflétant l‟activité de la PAH également sous la 

dépendance de la BH4) dans le CSF ont été proposés comme marqueurs indirects de la 

capacité de synthèse de DA centrale (Capuron et al., 2011; Neurauter et al., 2008). Une 

augmentation de ces ratios est observée chez les patients traités à l‟INF-α en corrélation 

avec la diminution de DA dans le CSF (Felger et al., 2013b; Zoller et al., 2012). Ces 

observations sont cohérentes avec la restauration de la libération de DA par l‟administration 

de L-DOPA chez les singes traités à l‟INF-α (Felger et al., 2015). Ensemble, ces études 

suggèrent que l‟inflammation pourrait diminuer les niveaux de BH4 induisant une 

diminution l‟activité de la PAH et TH (enzymes essentielles à la synthèse de la DA) et donc 

de la quantité de DA mésolimbique. Cette diminution pourrait avoir des conséquences 

importantes sur la motivation. D‟autres mécanismes pourraient entrer en jeu dans la 

modulation de la transmission dopaminergique par l‟inflammation. Des études in vitro ont 

montré que les cytokines pro-inflammatoires entrainent une diminution de l‟expression de 

VMAT-2 (Kazumori et al., 2004). L‟inflammation pourrait également entraîner une 

superexpression de DAT augmentant ainsi la recapture de la DA (Felger and Treadway, 

2017).  
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Figure 8 : Mécanismes potentiels des effets de l’inflammation sur la synthèse de BH4 et la 

synapse dopaminergique. La neuroinflammation, médiée en grande partie par les microglies, 

induit (1) une production de ROS et donc une oxydation de la BH4 diminuant sa biodisponibilité 

pour la PAH et la TH et donc diminuant la synthèse de DA. L‟inflammation pourrait également 

avoir comme conséquence de (2) diminuer l‟expression ou la fonction de VMAT-2 et (3) 

d‟augmenter l‟expression ou la fonction de DAT. L‟augmentation de la DA extra-vésiculaire 

pourrait augmenter la génération de ROS via une auto-oxydation. La diminution de la fonctionnalité 

des récepteurs D2 (non-illustrée) est également une possibilité. Les effets des cytokines pro-

inflammatoires sur la BH4 et les voies de synthèse s’y rapportant sont illustrés dans le carré 

en bas à gauche. Bien que les cytokines induisent une augmentation de l‟expression de la GCH1, 

l‟oxydation de la BH4 par les ROS conduit à une diminution de la biodisponibilité de celui-ci au 

profit de forme réduite de façon irréversible (XPH2) ou réversible (BH2). La diminution de 

biodisponibilité de la BH4 a également pour conséquence d‟engendrer un découplage des NOS qui 

vont produire des ions superoxide et aggraver le stress oxydatif. Adapté de (Felger et al. 2012). 
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En conclusion, la synthèse et la libération de DA au niveau du striatum et plus 

particulièrement du NAcc sont essentielles à production d‟un comportement motivé dirigé 

vers un but. Des altérations de ce système dopaminergique mésolimbique peuvent conduire 

à des perturbations motivationnelles importantes. Ces altérations dopaminergiques et 

motivationnelles sont particulièrement observées dans des situations de neuroinflammation 

chronique. L‟un des mécanismes par lequel la neuroinflammation pourrait agir sur le 

système dopaminergique est la diminution de la biodisponibilité de la BH4. La BH4 en tant 

que cofacteur de la TH peut agir sur la synthèse de DA mésolimbique et les comportements 

motivés qui en découlent. La BH4 pourrait donc avoir un potentiel thérapeutique dans les 

désordres dopaminergiques induits par l‟inflammation.     
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III. La Maladie d’Alzheimer 

Après nous être intéressés au système dopaminergique, nous allons dans ce chapitre 

présenter la maladie d‟Alzheimer et les marqueurs neuropathologiques classiques qui la 

caractérisent, puis nous nous concentrerons sur des atteintes neuropathologiques en lien 

avec la BH4.  

 

1. Présentation de la Maladie d’Alzheimer 

 

a) Bref historique 

 

En 1906, lors de la 37
ème

 conférence des psychiatres allemands, Alois Alzheimer décrit le 

cas d‟une patiente de 51 ans, Auguste D., atteinte d‟une démence malgré son jeune âge et 

dont il avait autopsié le cerveau. Grâce à une imprégnation argentique, il mit en évidence 

deux types de lésions dans le cerveau de la patiente qui sont devenus les deux grands 

marqueurs de la maladie d‟Alzheimer : des plaques amyloïdes ou « séniles » extracellulaire 

et des dégénérescences neurofibrillaires intra neuronales (Figure 9). Il publie ces travaux 

sur cette maladie qu‟il qualifie de « maladie particulière du cortex cérébral » l‟année 

suivante, travaux qui seront ensuite traduits en anglais en 1987.  

En 1910, cette pathologie est nommée « maladie d‟Alzheimer ». Il faut cependant noter que 

d‟autres scientifiques ont participé à cette découverte. Le Dr Fischer a décrit à la même 

époque la présence des plaques amyloïdes dans le cerveau de 12 patients âgés atteints de 

démence et le Dr Perusini, collaborateur d‟Alois Alzheimer, a également contribué 

fortement à la découverte de cette pathologie. 

C‟est ensuite dans les années 80 que les constituants biologiques des deux lésions 

caractéristiques de la maladie d‟Alzheimer ont été identifiés. Le Dr. Glenner décrit la 

protéine bêta-amyloïde (Aβ) comme étant le constituant majeur des plaques amyloïdes 

(Glenner and Wong, 1984), puis le Dr Brion met en évidence en 1985 la présence de la 

protéine tau anormalement phosphorylée, accumulée dans les dégénérescences 

neurofibrillaires (Brion et al., 1985).  
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Figure 9 : Dessin originaux d’Alois Alzheimer représentant des dégénérescences neurofibrillaires 

dans des neurones à différents stades de la maladie (à gauche) ainsi que les plaques amyloïdes 

extracellulaires (à droite) 

 

 

b) Quelques chiffres sur la maladie d’Alzheimer 

Dans le monde, plus de 50 millions de personnes sont affectées de démence et ces dernières 

années environ 10 millions de cas sont diagnostiqués chaque année. La maladie 

d‟Alzheimer représenterait plus de 60 à 80% de ces cas de démences (Organisation 

Mondiale de la Sante, (Kalaria et al., 2008)). Au Canada, on dénombre environ un demi-

million de cas de démence (Société Alzheimer, 2016), engendrant un coût de 10,4 Milliards 

de $CAD. En France, on compte 900 000 personnes atteintes de la maladie soit 15% de la 

population de plus de 80 ans (Fondation pour la recherche médicale, 2018). De plus, il 

semblerait que ces chiffres soient sous-estimés et selon l‟étude PAQUID en France 

seulement une démence sur 2 serait diagnostiquée. Cependant, malgré ces chiffres 

alarmants et d‟importants investissements dans la recherche sur la maladie, il n‟existe à 

l‟heure actuelle aucun traitement curatif de la maladie d‟Alzheimer.  

 

c) Définition de la maladie d’Alzheimer 

Depuis ces découvertes originales, la maladie d‟Alzheimer a été définie comme une 

maladie neurodégénérative caractérisée par la perte progressive de la mémoire allant 

jusqu‟à la démence et accompagnée d‟une mort neuronale et d‟une atrophie cérébrale 

(Arendt, 2009; Arevalo-Rodriguez et al., 2015). Bien que la maladie d‟Alzheimer touche 

majoritairement des personnes âgées, ce n‟est pas un processus de vieillissement normal 
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mais pathologique. La maladie conduit à des déficits comportementaux et cognitifs puis 

progressivement à une perte totale de l‟autonomie. En particulier, la mémoire antérograde 

(capacité à former de nouveaux souvenirs), la mémoire spatiale et la mémoire de travail 

sont fortement touchées (Pour revue complète : Jahn et al. 2013). Deux formes de la 

maladie ont été identifiées : les formes familiales héréditaires qui sont d‟origine génétique, 

souvent plus agressives et précoces, représentant 1% des cas et les formes sporadiques, plus 

tardives, et qui représentent la majorité des cas de la maladie (99%).  

 

d) Forme familiale et forme sporadique 

Les formes familiales de la maladie d‟Alzheimer sont liées à la présence de mutations 

autosomiques dominantes sur 3 gènes : APP, PSEN1 et PSEN2. Ces gènes codent 

respectivement pour l‟APP, la préséniline 1 et la préséniline 2, 3 protéines impliquées dans 

la synthèse du peptide Aβ. Ces mutations induisent et exacerbent la pathologie amyloïde en 

augmentant la production de peptide Aβ et en favorisant son oligomérisation et/ou son 

agrégation.  

 

Les formes sporadiques représentent la majorité des cas de la maladie d‟Alzheimer avec 

comme premier facteur de risque, l‟âge avancé. En effet, 81% des personnes souffrant de la 

maladie ont plus de 65 ans (Hebert et al., 2013) et le risque de l‟apparition de la maladie 

double tous les 5 ans à partir de 65 ans (Organisation mondiale de la santé). D‟autres 

facteurs de risques non-modifiables ont été identifiés, en particulier être porteur de l‟allèle 

e4 de l‟apolipoprotéine E (APOE) qui augmente de trois à douze fois le risque de 

développer la maladie d‟Alzheimer. De nombreux autres gènes ont également été identifiés 

comme facteurs de risques dont des gènes impliqués dans l‟inflammation et le système 

immunitaire (Bertram et al., 2007). Le sexe est également un facteur de risque, en effet 

65% des patients sont des femmes, probablement du fait de leur plus grande espérance de 

vie (Hebert et al., 2013). Des facteurs de risques modifiables ont également été identifiés, 

parmi les plus importants, on compte les maladies cardiovasculaires, l‟hypertension, la 

dépression, le niveau d‟éducation et les désordres métaboliques (Pour revue complète : 

Barnes and Yaffe, 2011). 
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e) Diagnostic de la maladie d’Alzheimer 

 

Actuellement, les cliniciens définissent une « probabilité » de maladie via les critères 

cliniques proposés par le « NINCDS-ADRDA » (National Institute of Neurological and 

Communicative Disorders and Stroke et la Alzheimer‟s Disease and Related Disorders 

Association) (Tableau 2). La probabilité de la maladie peut être alors qualifiée de 

« improbable », « possible », « probable », cependant le diagnostic définitif ne peut être 

établi que post mortem. L‟évaluation cognitive du patient est généralement réalisée à l‟aide 

du MMSE (Mini-Mental State Examination) (Arevalo-Rodriguez et al., 2015; Folstein et 

al., 1975) permettant d‟évaluer la mémoire, le langage, l‟orientation, l‟apprentissage, 

l‟attention, la perception et les capacités de construction. Le score obtenu permet de définir 

un stade de démence : légère, modérée ou sévère.  

 

Ces dernières années ont vu émerger des biomarqueurs qui, même s‟ils ne sont pas 

suffisants pour le diagnostic de la maladie, permettent de renforcer ou infirmer le 

diagnostic. Actuellement, cinq biomarqueurs sont jugés fiables, trois sont des mesures en 

imagerie cérébrale et deux des marqueurs présents dans le liquide céphalo-rachidien des 

patients (Jack and Holtzman, 2013). Deux de ces marqueurs sont des mesures indirectes de 

la formation des plaques amyloïdes, à savoir la diminution de la quantité de peptide 

amyloïde 42 dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Lewczuk et al., 2015; Terrelonge et 

al., 2016) et l‟imagerie amyloïde par la tomographie par émission de positrons (PET-Scan) 

(Klunk et al., 2004; Rodrigue et al., 2012). Ces deux marqueurs sont hautement 

corrélés chez un même individu (Fagan et al., 2009; Weigand et al., 2011) et leur validité 

comme biomarqueurs de la quantité de plaques amyloïdes a été établie après autopsie 

(Clark et al., 2012; Tapiola et al., 2009). Les trois autres marqueurs sont la quantité de tau 

total et phosphorylé dans le LCR ((Fagan et al., 2009; Mattsson et al., 2009; Shaw et al., 

2009), l‟atrophie de l‟hippocampe et/ou du cortex enthorinal observée en imagerie à 

résonnance magnétique (IRM) (Morra et al., 2009; Vemuri et al., 2009) et un hypo-

métabolisme du glucose cérébral mesuré en PET-Scan (Jagust et al., 2010; Reiman et al., 

2004). Ces marqueurs corrèlent plutôt bien entre eux et avec la quantité de dégénérescence 

neurofibrillaire (Tapiola et al., 2009; Whitwell et al., 2008; Zarow et al., 2005) mais pas 



 

62 

avec la quantité de plaques amyloïdes (DeCarli et al., 1992; Josephs et al., 2008) retrouvées 

en post mortem. De nombreux chercheurs essaient d‟identifier d‟autres biomarqueurs, en 

particulier sanguins, qui seraient moins invasifs et coûteux, avec des résultats encore 

mitigés (Olsson et al., 2016; Zafari et al., 2015).   

 

 
Tableau 2. L’évaluation clinique de la maladie d’Alzheimer d’après le « NINCDS-ADRDA »  
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f) Traitements actuels et futurs 

Les traitements actuels pour la maladie d‟Alzheimer sont symptomatiques et non curatifs. 

Ils en existent quatre au Canada et en France qui sont approuvés et prescrits aux patients. 

Cependant, ces médicaments ne sont plus remboursés en France depuis Aout 2018 car leurs 

coûts bénéfice/risque ont été jugés trop bas. Les trois premiers sont des inhibiteurs de 

l‟acéthylcholine estérase (AChE) et le dernier est un antagoniste des récepteurs NMDA 

(Pour revue : Zemek et al., 2014). Les inhibiteurs de l‟AChE permettent de retarder la 

dégradation de l‟acétylcholine dans le cerveau des patients et de préserver la transmission 

cholinergique dans les premiers stades de la maladie mais génèrent de nombreux effets 

secondaires (Birks, 2006). L‟antagoniste des récepteurs NMDA permet de diminuer 

l‟exotoxicité liée à la neurotransmission glutamatergique (Areosa et al., 2005). De 

nombreux essais thérapeutiques sont en cours pour des traitements symptomatiques ou 

curatifs, pour une revue complète voir (Cummings et al., 2018). Une grande partie des 

essais thérapeutiques concerne la pathologie amyloïde dont l‟immunothérapie contre Aβ et 

l‟inhibition de la production de l‟Aβ. D‟autres visent la pathologie tau, avec des inhibiteurs 

des kinases qui la phosphorylent par exemple. Cependant, le concept de « un médicament – 

une cible thérapeutique » a été mis à mal par les récents échecs lors des phases cliniques 

des médicaments ciblant spécifiquement l‟Aβ ou tau. Une nouvelle littérature préconise la 

recherche de médicaments ciblant plusieurs cibles thérapeutiques a émergé (Berk et al., 

2014; Rosini et al., 2016). Par exemple, des essais d‟immunothérapie visent des molécules 

impliquées dans l‟inflammation comme le TNF-α (Butchart et al., 2015) et des essais avec 

des molécules anti-inflammatoires telles que les anti-inflammatoires non stéréoïdiens ont 

apporté des résultats plutôt positifs (Pour revue : Minter et al., 2016; Wang et al., 2015a).  

 

2. Atteintes neuropathologiques « classiques » de la maladie 

d’Alzheimer  

 

La maladie d‟Alzheimer est caractérisée par trois grands marqueurs neuropathologiques : la 

pathologie tau, la pathologie amyloïde et la dégénérescence neuronale. Ces trois atteintes 

neuropathologiques évoluent de concert au fil de la maladie entraînant une dysfonction 
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cérébrale de plus en plus importante menant à la mort du patient dans les stades les plus 

sévères (Figure 10) (Perrin 2009).  

 

 

Figure 10 : Progression schématique de la maladie d’Alzheimer avec, représenté en rouge, la 

progression de la pathologie amyloïde, en bleu, la pathologie tau et en vert, la dégénérescence 

neuronale. Représentation schématique des plaques amyloïdes extracellulaire et les dégénérescences 

neurofibrillaires neuronales sur la droite. Adaptée de (Perrin et al. 2009) 

 

a) Plaques amyloïdes 

Les plaques amyloïdes sont des agrégations du peptide amyloïde-β (Aβ). Le peptide Aβ est 

issu du clivage de la glycoprotéine transmembranaire APP (Amyloid Precursor Protein) 

(Figure 11). Les rôles de l‟APP restent peu explorés mais certaines études ont démontré son 

importance dans la croissance neuronale, la neurogenèse et la croissance neuronale 

(Dawkins and Small, 2014). L‟APP est clivé au niveau extra cellulaire près de la membrane 

dans sa portion N-terminale. Son clivage peut être réalisé par les α-sécrétases il est dit 

« non-amyloïdogénique » ou par les β-sécrétases, il est alors « amyloïdogénique » 

(Anderson et al., 1992; O‟Brien and Wong, 2011). La voie non-amyloïdogénique va 

consister en la production extracellulaire d‟un fragment sAPPα ayant possiblement un rôle 

neuroprotecteur (Zhou et al., 2011) et d‟un fragment transmembranaire C83. Le fragment 

C83 est ensuite clivé par la γ-sécrétase en deux petits fragments (P3 et AICD50). 

La voie amyloïdogénique va engendrer, suite au clivage de l‟APP par les β-sécrétases dont 

la plus connue est BACE-1 (β-site APP cleaving enzyme), un fragment sAPPβ 
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extracellulaire et un fragment C99 (Vassar et al., 2014). Ce fragment C99 sera ensuite clivé 

par les γ-sécrétases pour donner le peptide Aβ au niveau extracellulaire et un fragment 

intracellulaire AICD49-50 (Figure 11).  

 

 
 

Figure 11 : Métabolisme de l’APP et production du peptide Aβ conduisant à la formation de 

plaques amyloïdes. Adaptée de (Querfurth et al. 2010). 

 

Une augmentation de la voie amyloïdogénique au détriment de la voie non-

amyloïdogénique, associée à une diminution de sa clairance serait à l‟origine de 

l‟accumulation des peptides Aβ en plaques amyloïdes dans la maladie d‟Alzheimer 

(Selkoe, 2000). En effet, les peptides monomériques vont s‟oligomériser puis former des 

proto-fibrilles et fibrilles. L‟accumulation de ces fibrilles formera les plaques amyloïdes en 

feuillets β plissés (Viola et al. 2015). L‟apparition des plaques n‟est pas homogène dans le 

cerveau, elle commence dans le néocortex puis dans les aires allocorticales (hippocampe, 

cortex enthorinal et gyrus cingulaire) pour finalement toucher les régions subcorticales 

puis, dans les derniers stades de la maladie, le mésencéphale et le cervelet (Thal et al., 

2015). 

 

Les peptides Aβ générés font de 39 à 43 acides aminés et les peptides majoritaires sont le 

peptide Aβ40 (clivé en position 40, 90%) et le peptide Aβ42 (clivé en position 42, 10%). 

Les peptides Aβ40 et 42 n‟ont pas les mêmes propriétés et ne s‟agrègent pas de la même 

AMYLOID PLAQUE 
FORMATION
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façon. Le peptide Aβ42 possède deux acides aminés hydrophobes supplémentaires, il serait 

donc plus prompt à s‟agréger favorisant fortement l‟apparition de plaques amyloïdes 

(Burdick et al., 1992; Gravina et al., 1995). Le peptide Aβ40 a plutôt tendance à 

s‟accumuler au niveau vasculaire et serait plutôt responsable de la survenue des 

angiopathies amyloïde cérébrales (Suzuki et al., 1994) présentes chez la majorité des 

patients souffrants de la maladie d‟Alzheimer (Love et al., 2009).  

 

L‟observation de la pathologie amyloïde a mené à l‟hypothèse de la cascade amyloïde par 

Hardy et Higgins en 1992. La production anormale de peptides Aβ serait l‟élément 

déclencheur de la maladie qui induirait un dérèglement cellulaire responsable du reste des 

altérations neuropathologiques observées. La causalité de la pathologie amyloïde dans la 

maladie d‟Alzheimer est de plus en plus remise en question et ce pour deux raisons. Tout 

d‟abord, certaines études n‟ont pas observé de corrélation entre la pathologie Aβ et les 

altérations cognitives chez les patients (Delaère et al., 1990; Forman et al., 2007; 

Giannakopoulos et al., 2003; Nagy et al., 1995). De plus, d‟autres études ont mis en 

évidence que certaines personnes avaient des taux importants de plaques amyloïdes en 

l‟absence de symptômes cognitifs ou de démence (Villemagne et al., 2011; Wolk and 

Klunk, 2009). Deuxièmement, les essais cliniques ciblant la pathologie amyloïde 

(inhibition du clivage de l‟APP, immunisation contre le peptide Aβ, élimination des 

plaques) n‟ont malheureusement pas eu les résultats escomptés (Giacobini and Gold, 2013). 

D‟autres résultats entretiennent le débat, un résumé des principaux arguments est listé sur la 

Figure 12. Pour revue : Herrup, 2015; Musiek and Holtzman, 2015.  
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Figure 12 : Résumé des principaux arguments en faveur et contre la théorie de la cascade 

amyloïde dans la maladie d’Alzheimer selon (Herrup, 2015). Abréviations non incluses dans la 

thèse: fAD : Forme familiale de la maladie d‟Alzheimer, sAD : Forme sporadique, MAPT : 

microtubules associated protéine tau.  

 

Pour finir, de plus en plus d‟études semblent suggérer que ce ne serait pas les plaques 

amyloïdes qui seraient toxiques mais plutôt les peptides solubles en forme oligomériques 

(Walsh and Selkoe, 2004). Des études in vitro montrent que les oligomères Aβ induisent 

une mort neuronale (Umeda et al., 2011). In vivo, des souris exprimant uniquement des 

formes oligomériques du peptide Aβ ont une perte neuronale, des dysfonctions synaptiques 

et des troubles mnésiques (Tomiyama et al., 2010). De plus, une diminution des taux 

d‟oligomères permet de rétablir la mémoire d‟animaux transgéniques alors qu‟ils sont 

encore porteurs de nombreuses plaques amyloïdes (Poling et al., 2008). Les mécanismes 

proposés pour expliquer cette toxicité oligomérique sont nombreux incluant une 

dérégulation calcique (Kawahara et al., 2009), des perturbations de la transmission 

synaptique (Brody and Strittmatter, 2018; Hsieh et al., 2014), une perturbation des 

jonctions serrées (Chan et al., 2018) ou encore une neuroinflammation (Ferretti et al., 

2012). Pour revue complète (Sengupta et al., 2016).   
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b) Dégénérescence neurofibrillaire de la protéine tau 

Le deuxième marqueur neuropathologique de la maladie d‟Alzheimer sont les 

dégénérescences neurofibrillaires composées de protéines tau agrégées sous leurs formes 

hyperphosphorylées. La protéine tau appartient à la famille des protéines associées aux 

microtubules. En condition physiologique, la protéine tau est principalement exprimée dans 

des axones neuronaux où elle permet la stabilisation et la fonction des microtubules 

(Weingarten et al., 1975). Il existe deux isoformes (tau 3R et tau 4R) (Himmler, 1989) 

retrouvées en quantité égale dans le cerveau adulte. La protéine tau peut être régulée par de 

nombreuses modifications post-traductionnelles (Pour revue (Arendt et al., 2016)) mais la 

principale modification de la protéine menant à son agrégation est sa phosphorylation 

(Iqbal et al., 1986; Johnson and Stoothoff, 2004).  

 

Le niveau de phosphorylation lors de la maladie d‟Alzheimer est largement augmenté. La 

protéine est alors dite « hyperphosphorylée ». Ces phosphorylations se retrouvent sur des 

résidus sérines, tyrosines et thréonines et certains épitopes sont retrouvés phosphorylés 

uniquement dans la maladie d‟Alzheimer (Pour revue complète (Arendt et al., 2016; Martin 

et al., 2011)). Les principaux épitopes sont listés sur la Figure 13A. 
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Figure 13 : Résumé des différents sites de phosphorylations de la protéine tau et des 

principales kinases impliquées dans ces phosphorylations (A) Présentation des différentes 

phosphorylations retrouvées sur la protéine tau de façon physiologique (vert) pathologique (rouge) 

ou retrouvées dans les deux cas (bleue) (B) Présentation des principales kinases phosphorylant la 

protéine tau. A droite, les épitopes phosphorylés par chacune des kinases et à gauche les épitopes 

uniquement retrouvés phosphorylés dans la maladie d‟Alzheimer exclusivement (rouge et orange) 

ou retrouvés également chez les sujets sains (violet). Les phosphorylations retrouvées uniquement 

chez les sujets sains sont indiquées en vert et bleu. Adaptées de (Martin et al., 2011) 

 

Les niveaux de phosphorylations sont régulés par un équilibre entre l‟action des kinases et 

des phosphatases et la perturbation de cet équilibre entraîne donc une hyperphosphorylation 

de la protéine tau. Les kinases impliquées dans la phosphorylation de la protéine tau sont 

nombreuses, les plus importantes sont listées sur la figure 13B, on peut noter que GSK3-β 

(glycogen-synthase kinase-3β), CDK5 (cyclin-dependant protein 5), CK1/2 (casein 

Kinases) et les SAP kinases (stress activated protein kinases) c'est-à-dire JNK1/3 et P38 

participent grandement à la phosphorylation pathologique de tau (Martin et al. 2013 pour 

revue). Une augmentation de l‟activité et de l‟expression de ces kinases ont été décrites 

A

B
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dans le cerveau de patients souffrants de la maladie d‟Alzheimer (Hye et al., 2005; Leroy et 

al., 2007; Pei et al., 1997).  De plus, l‟inactivation chez la souris de certaines de ces kinases, 

comme GSK3-β et CDK5, diminue la phosphorylation et l‟agrégation de la protéine tau, le 

nombre de dégénérescences neurofibrillaires et la mort neuronale (Caccamo et al., 2007; 

Castro-Alvarez et al., 2014; Leroy et al., 2010; Shukla et al., 2013). La principale 

phosphatase permettant de diminuer les niveaux de phosphorylation de la protéine tau est 

PP2A (protéine phosphatase 2), son activité est diminuée dans la maladie d‟Alzheimer 

(Gong et al., 1993; Sontag and Sontag, 2014).   

 

Le niveau de phosphorylation de la protéine tau va définir son affinité pour la tubuline, un 

niveau élevé de phosphorylation étant associé à une moindre fixation aux microtubules. 

L‟hyperphosphorylation de la protéine tau conduit donc à son détachement de la tubuline 

puis à son agrégation et à la formation de dégénérescences neurofibrillaires ((Iqbal and 

Grundke-Iqbal, 2006; Iqbal et al., 1986). 

 

De façon similaire à la pathologie amyloide, la pathologie tau progresse de façon 

séquentielle dans le cerveau (Braak et al., 2006; Iqbal et al., 1991). On observe d‟abord une 

atteinte trans-enthorinale, qui n‟est pas forcément caractéristique de la maladie d‟Alzheimer 

puis des régions limbiques dont l‟hippocampe, parfois accompagnée de déficits cognitifs. 

Enfin, les derniers stades dits « iso-corticaux » se caractérisent par une atteinte de toutes les 

aires corticales et de déficits cognitifs majeurs. Ces observations ont mené à l‟hypothèse 

que les protéines tau pathologiques pourraient se propager de neurones en neurones 

conduisant au développement de la maladie dans tout le cerveau (Guo and Lee, 2011; Iba et 

al., 2013; Lewis and Dickson, 2016). Cette hypothèse est supportée par de nombreuses 

études in vitro, cependant des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux 

comprendre les mécanismes d‟un tel phénomène.  

Les dégénérescences neurofibrillaires sont fortement corrélées avec les dysfonctions 

synaptiques et neuronales ainsi que l‟évolution des atteintes cognitives et mnésiques faisant 

de la pathologie tau un mécanisme clé dans la maladie d‟Alzheimer (Arriagada et al., 1992; 

Delaère et al., 1989; Holtzman et al., 2016; Tremblay et al., 2007, 2017).   
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c) Atrophie cérébrale et pathologie synaptique  

Les patients souffrant de la maladie d‟Alzheimer présentent une atrophie cérébrale 

caractérisée par une diminution du volume de tissu cérébral touchant particulièrement le 

cortex (Figure 14).  

 

 
 

Figure 14 : Illustration de l’atrophie cérébrale retrouvée dans les cas les plus avancés de la 

maladie d’Alzheimer. On observe une réduction importance du volume cérébral ainsi qu‟une 

dilatation des ventricules. Tirée de (Bagad et al. 2013) 

 

Cette atrophie peut diminuer le volume cortical de 8-10% par an chez les patients contre 

2% chez un individu sain (Wenk, 2003). L‟atrophie est particulièrement marquée dans le 

lobe temporal médian où se trouvent des structures fortement impliquées dans la mémoire 

telles que l‟hippocampe, l‟amygdale et le cortex enthorinal (Leung et al., 2013; Wang et al., 

2015b). On observe également une importante dilatation des ventricules cérébraux, illustrée 

Figure 14. L‟atrophie cérébrale serait la conséquence d‟une mort neuronale en lien avec la 

dysfonction synaptique importante causée par les pathologies amyloïdes et tau (Overk and 

Masliah, 2014; Spires-Jones and Hyman, 2014; Terry, 2000; Wang et al., 2015b; West et 

al., 1994). En particulier, les neurones cholinergiques (Davies and Maloney, 1976a; Geula 

et al., 1998; Talesa, 2001) et les neurones glutamatergiques (Mota et al., 2014; Tsang et al., 

2008) sont les premiers à dégénérer.  

 

La diminution de la densité synaptique dans le cerveau des patients atteints de la maladie 

d‟Alzheimer, en particulier au niveau des structures retrouvées atrophiées, telles que le 
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cortex temporal et l‟hippocampe, a été observée pour la première fois dans les années 1990 

et corrèle avec les déficits cognitifs (Masliah et al., 1994; Scheff et al., 1993) (Pour revue 

complète : Arendt, 2009). Cette diminution de la densité synaptique est accompagnée de la 

diminution de nombreuses protéines synaptiques (Berchtold et al., 2013; Julien et al., 2008; 

Whitfield et al., 2014; Zhou et al., 2013). Les raisons de cette pathologie synaptique 

seraient en grande partie liées à la toxicité des formes solubles d‟Aβ mais également à des 

dysfonctions causées par l‟agrégation de la protéine tau. Des études in vitro puis in vivo ont 

démontré que les oligomères Aβ causaient une perturbation de la plasticité synaptique, la 

perte d‟épines dendritiques et une mort neuronale (Cleary et al., 2005; Klein, 2013; 

Lambert et al., 1998; Shankar et al., 2007; Walsh et al., 2002). L‟agrégation de la protéine 

tau aurait également un rôle toxique à la synapse, engendrant une perturbation du transport 

axonal, des dysfonctions mitochondriales et oxydatives, une sur-activation du protéasome 

(Frost et al., 2015; Hoover et al., 2010). De plus, les neurones ayant des dégénérescences 

neurofibrillaires reçoivent moins de synapses et expriment moins de protéines synaptiques 

que les neurones « sains » (Callahan et al., 1999; Ginsberg et al., 2000).  

.  

d) Modélisation animale de la maladie d’Alzheimer 

 

Il existe de nombreux modèles de la maladie d‟Alzheimer, principalement murin, essayant 

de reproduire les principales caractéristiques de la maladie (Pour revue : Webster et al., 

2014). Ces modèles visent à reproduire la pathologie amyloïde et/ou la pathologie tau chez 

la souris. Les principaux se basent sur l‟expression d‟un transgène et incluent :  

 

- Les modèles APP qui regroupent les modèles transfections du gène de l‟APP 

humain exprimant une des mutations retrouvées dans les formes familiales. Les plus 

connus sont les souris Tg2576 et APP23 exprimant un isoforme d‟APP humain avec 

la mutation Swedish. Ces souris expriment une quantité plus importante d‟APP et 

développent des plaques amyloïdes et des perturbations de la mémoire (Hsiao 1996, 

Irizarry 1997, Kelly 2003, Boncristiano 2005).  

- Les modèles APP/PS1 qui sont produits à partir de gènes mutés PSEN et d‟isoforme 

mutée de l‟APP. Les souris vont donc produire une quantité augmentée d‟APP qui 
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sera clivée de façon préférentielle en Aβ42. Les souris montrent une pathologie 

amyloïde et des déficits comportementaux plus importants que les souris APP 

(Duyckaerts 2008, Manook 2012).   

- Le modèle 5xFAD est un modèle comprenant trois mutations du gène de l‟APP et 

deux mutations du gène PS1. Ce modèle présente une accumulation d‟Aβ très 

importante et précoce, avec des déficits mnésiques dès l‟âge de 3 mois (Oakley 

2006, Ohno 2006). Il a cependant l‟avantage de présenter une perte neuronale 

importante (Oakley 2006).  

- Le modèle triple transgénique (3xTG-AD) est le premier modèle à exprimer la 

pathologie amyloïde et la pathologie tau. La souris 3xTg-AD exprime les transgènes 

PS1 (M146V), APP humain avec la mutation swedish et tau P301L (Oddo 2003). 

La souris 3xTg-AD développe donc avec l‟âge une pathologie amyloïde et une 

pathologie tau dans les régions classiquement atteintes chez l‟Homme ainsi que des 

déficits de mémoire (Oddo 2003).  

 

En conclusion, même si la cause de la maladie d‟Alzheimer reste indéterminée et continue 

à entretenir le débat, il est évident que les pathologies tau et amyloïdes jouent toutes les 

deux un rôle prépondérant dans la pathologie, induisant des dysfonctions synaptiques et une 

mort neuronale. Cependant, la faible efficacité des traitements ciblant ces deux voies a 

orienté la recherche vers d‟autres mécanismes neuropathologiques. 

 

3. Neuroinflammation, stress oxydatif, désordres métaboliques 

et vasculaires : Possibles implications de la BH4 dans la maladie 

d’Alzheimer 

 

La partie I de cette introduction était consacrée au rôle de la BH4 dans divers processus 

physiologiques incluant la fonction endothéliale et vasculaire, le stress oxydatif, 

l‟inflammation, le métabolisme et la neurotransmission monoaminergique. Or, des 

altérations de ces processus sont considérées comme des marqueurs neuropathologiques de 

la maladie d‟Alzheimer participant à la mise en place et la progression de la pathologie. 

Après une présentation des évidences d‟une diminution de la BH4 dans la maladie 
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d‟Alzheimer, cette partie sera consacrée à la description des altérations de ces différents 

processus retrouvés dans la maladie d‟Alzheimer en lien avec la BH4.  

 

a) Une diminution des niveaux de la BH4 chez les patients atteints de la maladie 

d’Alzheimer 

 

Une diminution de la BH4 et/ou de ses métabolites (la BH2 et la bioptérine) est observée 

par plusieurs études chez les patients souffrant de la maladie d‟Alzheimer (Pour revue : 

Foxton et al., 2007). Cette diminution est retrouvée au niveau du plasma (Aziz et al., 1983), 

du LCR (Kay et al., 1986; Williams et al., 1980), du lobe temporal (Barford et al., 1984), de 

la substance noire et du putamen (Sawada et al., 1987). Une étude a également réalisé des 

essais enzymatiques post-mortem dans le lobe temporal et démontré que les patients 

souffrants de la maladie d‟Alzheimer avaient une capacité de synthèse cérébrale de la BH4 

diminuée, sans altération de la voie de recyclage (Barford et al., 1984).  Des études plus 

récentes ont montré une augmentation dans le sérum des patients de la néoptérine, un 

dérivé de la BH4 également utilisé comme marqueur inflammatoire (Hull et al., 2000; 

Leblhuber et al., 1999; Parker et al., 2013). Ensemble, ces études suggèrent que la BH4 est 

oxydée chez les patients souffrant de la maladie d‟Alzheimer conduisant à une 

augmentation de la néoptérine et donc une diminution de la biodisponibilité de BH4 pour 

son utilisation enzymatique. De plus, l‟augmentation de la néoptérine plasmatique est 

corrélée aux déficits cognitifs suggérant donc que la diminution de la biodisponibité de la 

BH4 pourrait avoir des conséquences cognitives (Blasko et al., 2007; Leblhuber et al., 

1999). Cette diminution de la BH4 concomitante avec l‟augmentation de la néoptérine a été 

également observée dans une moindre mesure chez les personnes âgées saines (Capuron et 

al., 2014; Pierce et al., 2012). La diminution de la BH4 pourrait participer à l‟augmentation 

de la survenue de la maladie d‟Alzheimer avec l‟âge. Ces études ont toutes été réalisées sur 

des petits effectifs et mériteraient d‟être répliquées afin de confirmer le déficit cérébral en 

BH4 chez les patients atteints de la maladie d‟Alzheimer. Cependant, même si la 

diminution du BH4 n‟a pas un rôle causal dans la maladie, il est fort probable qu‟elle 

contribue à exacerber la neuropathologie, en particulier via son rôle dans la synthèse de NO 

et le stress oxydatif (Foxton et al., 2007). 
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b) Oxyde nitrique, stress oxydatif et fonctions endothéliales dans la maladie 

d’Alzheimer  

 

Le stress oxydatif est la perturbation de l‟équilibre entre la production d‟espèces réactives 

de l‟oxygène, ou ROS, (décrit dans la partie I) et leur élimination par des voies anti-

oxydantes cellulaires. La production des ROS est un processus physiologique mais leur 

accumulation excessive entraîne une oxydation des protéines, des lipides et de l‟ADN 

pouvant entraîner la mort cellulaire. 

Stress oxydatif et maladie d’Alzheimer 

Une élévation du stress oxydatif a été observée chez les patients souffrant de la maladie 

d‟Alzheimer à des stades précoces et avancés de la maladie (Butterfield, 2011; Swomley et 

al., 2014; Uttara et al., 2009). Cette élévation du stress oxydatif se traduit par 

l‟augmentation des lipides oxydés dans l‟hippocampe, le cortex temporal et entorhinal et le 

plasma (Galbusera et al., 2004; Lovell et al., 1995; McGrath et al., 2001). Les protéines 

carbonylées et la 3-nitrotyrosine, deux marqueurs de l‟oxydation des protéines, sont 

également augmentées dans diverses régions ainsi que dans le plasma et le LCR des 

patients (Aksenov et al., 2001; Good et al., 1996; Smith et al., 1997). A l‟inverse, on 

retrouve peu de marqueurs oxydatifs dans les régions présentant des niveaux bas d‟Aβ 

comme le cervelet (Butterfield et al., 1999; Hensley et al., 1995; Sultana et al., 2006). Les 

raisons de ce stress oxydatif sont encore débattues mais il est attribué en grande partie à la 

toxicité Aβ (Butterfield et al., 1999; Niwa et al., 2001). 

Le stress oxydatif induit des perturbations dans la fonction mitochondriale et le 

métabolisme énergétique, la plasticité synaptique mais également une dégradation des 

protéines, lipides et du matériel génétique causant à terme la mort neuronale (Pour revue : 

Andersen, 2004). Il a été montré dans des modèles murins de la maladie d‟Alzheimer que le 

stress oxydatif accélérait l‟agrégation de l‟Aβ et les déficits mnésiques (Kanamaru et al., 

2015; Tan et al., 2013).   
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Les NOS participent au stress oxydatif et à la progression de la maladie d’Alzheimer 

Les NOS sont des acteurs importants dans la régulation du stress oxydatif et comptent trois 

isoformes : la NOS endothéliale, inductible et neuronale. Il a été observé que le 

polymorphisme du gène de la eNOS était associé à un risque augmenté de développer la 

maladie d‟Alzheimer (Liu et al., 2015). De plus, on observe une augmentation de 

l‟expression de iNOS et eNOS dans le cerveau des patients, en particulier au niveau des 

plaques amyloïdes (Gubandru et al., 2013; Lee et al., 1999; de la Monte and Wands, 2006). 

L‟augmentation de iNOS semble être reliée à une augmentation de l‟inflammation et à une 

orientation des microglies vers un phénotype pro-inflammatoire (Heneka et al., 2015). En 

effet, lors d‟une réponse inflammatoire, la iNOS va produire du NO et des ROS afin de 

permettre l‟élimination du pathogène mais lorsque la neuroinflammation devient chronique, 

la production préférentielle de ROS peut devenir toxique. La toxicité des ROS ainsi que la 

diminution du NO vont participer à la neurodégénérescence observée dans la maladie 

d‟Alzheimer en induisant des dysfonctions mitochondriales et des altérations cellulaires 

(Cheignon et al., 2018; Colton et al., 2008). Les résultats d‟inactivation de la iNOS 

(génétique ou pharmacologique) dans des modèles murins de la maladie d‟Alzheimer sont 

contrastés. Plusieurs études observent une diminution de la formation de plaque amyloïde 

et une amélioration cognitive (Kummer et al., 2012; Nathan et al., 2005) alors que Colton et 

ses collaborateurs observent une augmentation de la pathologie amyloïde et des déficits 

cognitifs (Colton et al., 2008).  

 

A l‟inverse, l‟augmentation de eNOS pourrait être un mécanisme compensatoire suite à une 

perte de fonctionnalité. En effet, ces études post mortem chez l‟Homme n‟ont pas étudié la 

dimérisation et donc la fonctionnalité des eNOS. Étant donné que les niveaux de BH4 sont 

diminués chez les patients Alzheimer, il est probable qu‟une partie des eNOS soit dans un 

stade découplé favorisant la production de ROS au détriment du NO. La production de 

ROS induirait alors une oxydation encore plus importante de la BH4, diminuant sa 

disponibilité pour les NOS et la production de NO (Figure 15). L‟augmentation de la 

synthèse des eNOS serait donc une réponse à la diminution des niveaux de NO. Cette 

hypothèse de cercle vicieux entre diminution de la BH4 et perte de fonction des NOS dans 

la maladie d‟Alzheimer est soutenue par quelques études dans des modèles transgéniques 
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murins (Figure 15) (Austin et al., 2015; Lourenço et al., 2017; Santhanam et al., 2015). En 

particulier, Santhanam et al. observent dans la vasculature des souris transgénique Tg2576 

(sur-exprimant la protéine APP mutée) une augmentation de l‟expression de eNOS mais 

une très forte diminution de sa dimérisation accompagnée d‟une diminution des taux de NO 

et d‟une augmentation des ROS. Ils observent également chez ces souris une diminution 

des niveaux de BH4 et une augmentation du ratio BH2/BH4 par rapport aux souris 

contrôles. Enfin, des études montrent qu‟une déficience en NO endothéliale accélère la 

production et l‟agrégation du peptide Aβ en favorisant l‟expression de BACE-1 et donc la 

voie amyloïdogénique (Austin et al., 2010, 2013; Katusic and Austin, 2014; Kwak et al., 

2011; Pak et al., 2005). En particulier, on retrouve dans le cerveau des souris invalidées 

pour la eNOS (eNOS-/-) des niveaux augmentés de BACE-1, d‟APP et de peptide Aβ 

(Austin et al., 2010, 2013). In vitro, l‟ajout de NO permet la diminution de l‟expression de 

BACE-1 dans des cultures neuronales (Kwak et al., 2011; Pak et al., 2005). 

 

 
 

Figure 15: Hypothèse de l’implication de la BH4 dans le stress oxydatif en lien avec la 

pathologie amyloïde dans la maladie d’Alzheimer. Les peptides Aβ induisent une production 

anormale de ROS dont l‟anion superoxide (O2
-
) et le peroxyde d‟hydrogène (H2O2) produit par 

l‟action de la superoxide dismutase (SOD). Cette élévation des ROS engendre une oxydation de la 

BH4 qui va induire un découplage des NOS. Ce découplage va à son tour entraîner une 

augmentation des ROS mais également une diminution de la production du NO et de sa 

signalisation. Cette diminution du NO va à son tour induire une augmentation de la production de 

peptide Aβ. Figure adaptée de (Santhanam et al. 2015)  

 

Cette perturbation des NOS serait également responsable de déficits endothéliaux et 

vasculaires et jouerait ainsi un rôle important dans la neurodégénérescene. En effet, la 
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signalisation dépendante du NO est essentielle à la bonne perfusion des tissues et à la survie 

neuronale (Katusic and Austin, 2014).  

 

Dysfonctions vasculaires dans la maladie d’Alzheimer 

Le débit sanguin doit être assuré de façon continue et contrôlée afin de permettre la bonne 

fonction du cerveau et la survie neuronale. Une altération de l‟homéostasie entre l‟activité 

neuronale et le débit sanguin cérébral ou du couplage neuro-vasculaire est retrouvée dans la 

maladie d‟Alzheimer (pour revue complète : Kisler et al., 2017). En effet, on estime que 60 

à 90% des patients atteints de la maladie souffrent d‟anomalies vasculaires (Bell and 

Zlokovic, 2009; Jellinger and Mitter-Ferstl, 2003; Sweeney et al., 2015). Parmi ces 

anomalies, on compte des dégénérescences micro-vasculaires, des lésions ischémiques et 

des angiopathies amyloïdes (Bell and Zlokovic, 2009; Esiri et al., 1999; Jellinger and 

Mitter-Ferstl, 2003; Ruitenberg et al., 2005). De façon plus générale, de nombreuses études 

observent une hypo-perfusion cérébrale chez les patients Alzheimer (Roher et al., 2012; 

Thomas et al., 2015). 

 

Ces dysfonctions augmentent non seulement le risque de développer la maladie 

d‟Alzheimer (Hasnain and Vieweg, 2014; Kalaria, 2012) mais sont également associées 

aux déficits cognitifs et à l‟avancée de la neuropathologie (Iturria-Medina et al., 2016; 

Kisler et al., 2017; Ruitenberg et al., 2005). Elles vont en particulier entraîner une 

diminution du débit sanguin cérébral et donc de l‟apport en oxygène et en nutriments aux 

neurones causant leur mort. Pour finir, la pathologie amyloïde amplifie les dysfonctions 

vasculaires. Les peptides Aβ sont non seulement vasoconstricteurs (Niwa et al., 2001; 

Thomas et al., 1996) mais ils vont également s‟accumuler dans les vaisseaux diminuant 

ainsi leur plasticité vasculaire (Hald et al., 2016; Kimbrough et al., 2015). De façon 

réciproque, il semble que la perturbation de la perfusion cérébrale entraîne une diminution 

de la clairance d‟Aβ (Zlokovic, 2011). La clairance de l‟Aβ cérébrale assurée par la BHE 

serait également diminuée au cours de la maladie (Bell and Zlokovic, 2009; Mawuenyega 

et al., 2010) via une augmentation des transporteurs d‟influx RAGE (Receptor for advanced 

glycation end-product) et une diminution des transporteurs d‟efflux LRP1 (lipoprotein 
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receptor-related protein) (Donahue et al., 2006; Miller et al., 2008; Tarasoff-Conway et al., 

2015).  

 

En conclusion, les dysfonctions endothéliales et vasculaires, en particulier le stress oxydatif 

et la diminution du débit sanguin cérébral, augmentent la pathologie Aβ et la mort 

neuronale. Il a donc été proposé qu‟une amélioration de ces deux paramètres, par exemple 

par la stimulation de la fonction des NOS, serait bénéfique dans la maladie d‟Alzheimer 

(Love and Miners, 2016). Or, la BH4, à travers son rôle de cofacteur des NOS, régule le 

stress oxydatif et le débit sanguin cérébral (comme vu dans le chapitre I).  

 

c) La Neuroinflammation dans la maladie d’Alzheimer  

 

La neuroinflammation dans la maladie d‟Alzheimer a longtemps été considérée comme une 

conséquence de la maladie, ce n‟est que récemment que son rôle dans la pathogénèse a 

commencé à être étudié. Certains chercheurs émettent même l‟hypothèse que l‟activation 

des cellules immunitaires résidentes du SNC serait responsable de l‟initiation de la 

pathologie (Heppner et al., 2015). En effet, l‟âge avancé, premier facteur de risque non 

génétique de développer la maladie d‟Alzheimer, est souvent caractérisé par une 

augmentation de la neuroinflammation chronique à bas bruit, phénomène qualifié de 

„neuroinflammaging‟ (Franceschi et al., 2000; Pizza et al., 2011). Il a été proposé que la 

combinaison de cette inflammation chronique avec un vieillissement pathologique jouerait 

un rôle majeur dans l‟étiologie de la maladie d‟Alzheimer (Franceschi et al., 2000; Pizza et 

al., 2011). Si l‟origine inflammatoire de la maladie d‟Alzheimer reste à démontrer, de 

nombreux travaux en revanche démontrent que la neuroinflammation est un facteur de 

risque et participe à la maintenance et l‟aggravation de la maladie (Pour revue : Heneka et 

al., 2015; Heppner et al., 2015; St-Amour et al., 2016; Wyss-Coray, 2006). De façon 

intéressante, on observe une corrélation entre les taux de néoptérine, produit de dégradation 

de la BH4, et les marqueurs inflammatoires dans le plasma des patients Alzheimer (Parker 

et al., 2013).  
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Évidences cliniques et précliniques 

Une augmentation du nombre de microglies et d‟astrocytes est décrite dans le cerveau des 

patients Alzheimer, en particulier au niveau des plaques amyloïdes (Figure 16) (Prokop et 

al., 2013; Serrano-Pozo et al., 2013; Terry et al., 1964). Une augmentation des marqueurs 

de l‟inflammation, en particulier les cytokines pro-inflammatoires, est également observée 

dans le cerveau et le LCR de patients à un stade avancé de la maladie (Pour revue 

(Brosseron et al., 2014)) mais également à de stades précoces (Janelidze et al., 2018; Zhang 

et al., 2013b) (Pour revue complète des études des marqueurs inflammatoires dans le LCR : 

Brosseron et al., 2018).  

 

Des mutations des gènes codant pour des protéines impliquées dans l‟immunité ont été 

associées au développement de la maladie d‟Alzheimer (Bradshaw et al., 2013; Villegas-

Llerena et al., 2016; Yokoyama et al., 2016; Zhang et al., 2013a). En particulier, une 

importante étude d‟association à l‟échelle du génome (GWAS pour genome-wide 

association study) a mis en évidence des associations fortes entre maladie d‟Alzheimer et 

des ensembles de gènes en rapport avec l‟inflammation (Zhang et al., 2013a) 

 

 
 

Figure 16 : Illustration de la présence des astrocytes et des microglies autour des plaques 

amyloïdes chez l’Homme et l’animal. (A) Marquage des plaques amyloïdes (marquage 

Thioflavine-S - vert) et des astrocytes (marquage GFAP – rouge) ou (B) des microglies (marquage 

Iba-1 – rouge) dans le cortex de patients souffrants de maladie d‟Alzheimer.Tirée de (Serrano-Pozo 

et al., 2013).  

 

A l‟inverse, le blocage de l‟inflammation et la diminution de la production de cytokines 

pro-inflammatoires par les microglies induit une amélioration de la neuropathologie et des 
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symptômes cognitifs chez l‟animal (Brosseron et al., 2014; Heneka et al., 2013; Vom Berg 

et al., 2012; Wagner et al., 2017). Bien que les astrocytes soient également impliqués (Pour 

revue : González-Reyes et al., 2017), les microglies sont considérées comme les acteurs 

majeurs des processus inflammatoires dans la maladie d‟Alzheimer.  

 

Les microglies comme principaux acteurs de la neuroinflammation pathologique 

Les microglies sont capables de lier les oligomères et les fibrilles Aβ via leurs récepteurs de 

surface. En réponse à cette liaison, elles vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires (El 

Khoury et al., 2003; Jin et al., 2008; Maezawa et al., 2011; Tan et al., 2002) mais également 

internaliser et dégrader l‟Aβ. La dégradation de l‟Aβ et des fibrilles par les microglies a 

également été montrée in vitro et in vivo (Frautschy et al., 1992; Liu et al., 2010; 

Mandrekar et al., 2009; Rogers et al., 2002). Certaines mutations de ces récepteurs 

microgliaux, dont TREM2 (Triggering Recepto Expressed on Myeloid cells 2) et CD33 ont 

été associées au développement de la maladie d‟Alzheimer (Chan et al., 2015; Guerreiro et 

al., 2013; Jonsson et al., 2013; Naj et al., 2014). Cependant, le recrutement des microglies 

au niveau des plaques ne semble pas provoquer la dégradation de ces plaques amyloïdes 

(Baik et al., 2016; Gyoneva et al., 2016; Yin et al., 2017). Au contraire, les microglies au 

niveau des plaques expriment préférentiellement le complexe NLRP3-inflammasome 

(Heneka et al., 2013). Dans cette étude, les auteurs démontrent que l‟inactivation de 

NLRP3 dans le modèle APP/PS1 induit une diminution de la production d‟IL-1-β, une 

restauration de la clairance de l‟Aβ et une amélioration cognitive. En effet, il est montré 

que l‟IL-1β peut induire une altération des fonctions phagocytaires de la microglie 

(François et al., 2013; Hickman et al., 2008).   
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Figure 17 : Représentation des dysfonctions microgliales retrouvées dans la maladie 

d’Alzheimer. Les microglies au début de la maladie ont un phénotype M2 correspondant à un 

phénotype phagocytaire et plutôt anti-inflammatoire. Au fil de la progression de la maladie, les 

microglies passent dans un stade M2, elles perdent leurs fonctions phagocytaires et deviennent pro-

inflammatoires avec une sécrétion de cytokines importante et pro-oxydative via la production de 

ROS par iNOS. La fonction microgliale serait donc bénéfique dans un premier temps puis délétère. 

(Adaptée de (Heneka et al., 2014)) 

 

Il a donc été postulé que les microglies deviennent moins efficaces pour la clairance de 

l‟Aβ au fur et à mesure de la maladie (Figure 17) (Füger et al., 2017; Hickman et al., 2008; 

Keren-Shaul et al., 2017; Krabbe et al., 2013). Elles passeraient d‟un phénotype 

d‟activation alternative plutôt phagocytaire et anti-inflammatoire appelée « M2 » à un 

phénotype fortement inflammatoire d‟activation classique dit « M1 » pouvant être 

neurotoxiques (Figure 17) (Heneka et al., 2015; Jimenez et al., 2008; Varnum and Ikezu, 

2012). Les mécanismes neurotoxiques sont en grande partie médiés par la réponse 

inflammatoire et le stress oxydatif mais impliquent également des perturbations d‟autres 

fonctions microgliales comme l‟élagage synaptique et la sécrétion de facteurs 

neurotrophiques contribuant à la dysfonction neuronale (Sarlus and Heneka, 2017).  

Effets de la neuroinflammation sur les pathologies amyloïde et tau  

Outre les liens entre plaques amyloïdes et microglies, l‟augmentation de la production de 

cytokines pro-inflammatoires serait responsable d‟une augmentation de la production d‟Aβ 

et de son agrégation en plaque (Domingues et al., 2017; Lindberg et al., 2005; Ringheim et 



 

83 

al., 1998). Le stress oxydatif induit par la microglie induit également une augmentation de 

la production d‟Aβ (França et al., 2017; Misonou et al., 2000; Späni et al., 2015). 

Les liens entre inflammation et pathologie tau sont moins étudiés, cependant un certain 

nombre d‟évidences indiquent que la neuroinflammation exacerbe la pathologie tau 

(Gorlovoy et al., 2009; Maphis et al., 2015; Roe et al., 2011; Sy et al., 2011; Yoshiyama et 

al., 2007). En particulier, les cytokines pro-inflammatoires ou l‟injection de LPS induisent 

une augmentation de la phosphorylation de tau en activant certaines kinases (Roe et al., 

2011; Sy et al., 2011). Ainsi, le TNF-α et l‟IL6 peuvent induire une activation de GSK3β 

(Beurel and Jope, 2009; Ghosh et al., 2013) ainsi que d‟autres kinases telles que CDK5 et 

les MAPK (Kitazawa et al., 2005; Li et al., 2003b; Quintanilla et al., 2004). Une injection 

de LPS (Kitazawa et al., 2005; Lee et al., 2010) et le stress oxydatif (Saez et al., 2004) peut 

également activer ces deux kinases et induire une augmentation de la phosphorylation de 

tau. De plus, le découplage des eNOS survenant lors des processus inflammatoires peut 

induire une augmentation de la phosphorylation de tau (Shin et al., 2018).  

 

En conclusion, la neuroinflammation participe à la mise en place et l‟avancée de la maladie 

d‟Alzheimer. En particulier, un changement dans l‟activité et la fonction des microglies en 

faveur d‟un phénotype pro-inflammatoire/neurotoxique serait responsable des effets 

néfastes de la neuroinflammation lors de la progression de la maladie. Cette exacerbation 

de la neuroinflammation participe ensuite à l‟aggravation des pathologies amyloïdes et tau.  

 

d) Désordres métaboliques  

Dysfonctions métaboliques dans la maladie d’Alzheimer 

Le cerveau est un grand consommateur d‟énergie, il consomme environ 20% de l‟énergie 

d‟origine glucidique (Sokoloff, 1999). Or, le cerveau ne possède que très peu de réserve 

glucidique, une bonne régulation de l‟apport et du métabolisme du glucose est donc 

nécessaire à la fonction cérébrale (Auer and Siesjö, 1993; Kealy et al., 2013). De 

nombreuses études ont observé des altérations de la captation du glucose et de son 

métabolisme central chez les patients souffrants de la maladie d‟Alzheimer (Bloudek et al., 

2011; Cunnane et al., 2011; Mosconi et al., 2010; Reiman et al., 2004) et cela de façon très 
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précoce dans la maladie avec une aggravation corrélée à la sévérité des symptômes 

(Mosconi, 2005). Ce phénomène pourrait donc être en partie responsable de la 

neurodégénérescence. Cependant, les mécanismes menant à ces dysfonctions restent mal 

compris. Des études suggèrent que la diminution des récepteurs au glucose présent à la 

BHE ainsi qu‟une diminution de l‟afflux sanguin cérébral en seraient responsables (Bell 

and Zlokovic, 2009; Harr et al., 1995; Mamelak, 2012; Simpson et al., 1994). Une 

diminution de la glycolyse réalisée en grande partie par les astrocytes pourrait également 

être impliquée (Hertz et al., 2015). Si la mise en place des désordres métaboliques lors de la 

maladie n‟est pas complétement clarifiée, il semblerait qu‟ils jouent un rôle important dans 

son évolution. Des dysfonctions métaboliques préexistantes peuvent donc amplifier ces 

mécanismes et sont en conséquence des facteurs de risques importants de développer la 

maladie d‟Alzheimer.  

 

Les dysfonctions métaboliques comme facteurs de risques de la maladie d’Alzheimer  

Le diabète de type 2 (DT2) est un important facteur de risque pour la maladie 

d‟Alzheimer. En effet, souffrir de DT2 double les risques de développer la maladie (Bruce 

et al., 2008; Luchsinger and Mayeux, 2004; Ott et al., 1996) avec une comorbidité de ces 

deux pathologies de plus de 29% selon la société Alzheimer en 2014. De plus, la 

progression de la maladie est plus rapide au niveau neuropathologique et symptomatique 

chez les patients diabétiques (Alagiakrishnan et al., 2012; Li et al., 2017; Valente et al., 

2010). Par ailleurs, on observe des altérations neuropathologiques chez les patients atteints 

de DT2 similaires à celles observées lors de la maladie d‟Alzheimer telles que des 

altérations mnésiques et une atrophie cérébrale (Awad et al., 2004; Manschot et al., 2006; 

Strachan et al., 1997). Certaines études ont même mis en évidence des pathologies 

amyloïdes et tau chez les patients diabétiques associés à des troubles mnésiques (Janson et 

al., 2004; Miklossy et al., 2010). Les mécanismes sont encore mal compris mais hormis les 

dysfonctions métaboliques, la pathologie vasculaire, l‟inflammation et le stress oxydatif qui 

fortement associés au DT2, participerait à la progression de la maladie d‟Alzheimer 

(Kalaria, 2009; Miklossy and McGeer, 2016).  
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L‟obésité, définie comme une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle, 

est également un facteur de risque de la maladie d‟Alzheimer, notamment lorsqu‟elle est 

présente après l‟âge de 30 ou 40 ans (Emmerzaal et al., 2015; Kivipelto et al., 2005; 

Tolppanen et al., 2014). Dans les modèles murins de la maladie d‟Alzheimer, une obésité 

induite par une diète riche en gras semble aggraver la pathologie amyloïde, avec une 

augmentation des peptides Aβ insolubles (Julien et al., 2010; Vandal et al., 2014), des 

plaques amyloïdes (Barron et al., 2013; Ettcheto et al., 2016), la déposition vasculaire de 

l‟amyloide (Lin et al., 2016) et orienter la voie de l‟APP vers un clivage amylodogénique 

(Maesako et al., 2013, 2015). Cependant d‟autres études n‟observent pas de changements 

de la pathologie amyloïde en condition d‟exposition à un régime obésogène (Herculano et 

al., 2013; Knight et al., 2014; Petrov et al., 2015; Thériault et al., 2016). L‟obésité induite 

par une diète hyperlipidique peut également entrainer une augmentation de la 

phosphorylation de tau (Leboucher et al., 2013; Takalo et al., 2014) mais un certain 

nombres d‟études n‟observent pas d‟effet sur la phosphorylation et/ou l‟aggrégation de tau 

(Barron et al., 2013; Gratuze et al., 2016; Julien et al., 2010; Knight et al., 2014; Vandal et 

al., 2014). Cependant, il est important de noter que la diète hyperlipique induit ou exacerbe 

des déficits mnésiques et cognitifs dans toutes les études cités ci-dessus. Les mécanismes 

de cette exacerbation des déficits cognitifs ne sont pas clairement établis mais 

l‟inflammation apparait comme un acteur potentiel (Herculano et al., 2013; Knight et al., 

2014; Thériault et al., 2016). En effet, l‟obésité viscérale induite par une diète 

hyperlipidique entraine une inflammation périphérique puis centrale induisant des déficits 

cognitifs et mnésiques et pouvant participer à la survenue de la maladie neurodégénérative 

(Pour revue : Miller and Spencer, 2014), L‟amélioration du statut métabolique induit à 

l‟inverse une amélioration des symptômes cognitifs et de la pathologie amyloïde (Maesako 

et al., 2013; Vandal et al., 2014). 

 

Les dysfonctions métaboliques sont donc des facteurs de risques de la maladie d‟Alzheimer 

et sont souvent associées à des troubles vasculaires et à des problèmes oxydatifs et 

inflammatoires. La présence de troubles métaboliques préexistants conduit donc à 

l‟aggravation des autres altérations neuropathologiques observées dans la maladie 

d‟Alzheimer.  
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e) Neurotransmission monoaminergique et maladie d’Alzheimer  

Le neurotransmetteur le plus étudié dans la maladie d‟Alzheimer est l‟acétylcholine. En 

effet, une défaillance des neurones cholinergiques a été mise en évidence dès les années 70 

(Davies and Maloney, 1976b) ce qui a conduit au premier traitement ciblant l‟acétylcholine 

estérase. L‟acétylcholine est impliquée dans les processus mnésiques et les inhibiteurs 

d‟acétylcholine estérases permettent de ralentir les déficits mnésiques (Birks, 2006; Birks 

and Grimley Evans, 2015). Cependant d‟autres voies sont également atteintes dont les voies 

monoaminergiques. L‟intérêt pour les monoamines dans la maladie d‟Alzheimer est lié à 

plusieurs observations. Tout d‟abord, la dépression, une maladie impliquant des 

dysfonctions dopaminergique et sérotoninergiques, est une comorbidité fréquente dans la 

maladie d‟Alzheimer (Modrego, 2010) même si son diagnostic est controversé car difficile 

à isoler des autres symptômes cognitifs (Chemerinski et al., 2001; Lyketsos and Olin, 

2002). Des déficits de la motivation et de l‟apathie ont également été observés chez les 

patients Alzheimer (Siafarikas et al., 2018; Zhao et al., 2016). L‟apathie est d‟ailleurs 

considérée comme un marqueur important dans la progression de la maladie (Spalletta et 

al., 2015) et prédictive d‟un déclin cognitif plus rapide (Koch et al., 2013; Musicco et al., 

2010). Ces déficits indiquent donc des atteintes des systèmes dopaminergiques et 

sérotoninergique. 

 

En effet, des diminutions de la densité des récepteurs sérotoninergiques (Cross 1984, Lai 

2005) et du transporteur de la sérotonine (Mizukami et al., 2011) ont été observées chez les 

patients Alzheimer, la diminution des récepteurs corrélant au déclin cognitif (Lai et al., 

2005). De façon similaire, des études d‟imagerie mettent en évidence une réduction de la 

densité des D2R dans le cerveau, et en particulier le striatum, des patients atteints de la 

maladie d‟Alzheimer (Mitchell et al., 2011). Une diminution de DAT, des D2R et de la TH 

est plus particulièrement observée dans le NAcc, partie du striatum impliquée dans les 

processus motivationnels (Allard et al., 1990; Joyce et al., 1997; Rinne et al., 1986a, 

1986b). Une corrélation entre des niveaux anormaux de DAT et les symptômes d‟apathie a 

également été rapportée chez ces patients (David et al., 2008; Schroeter and Neumann, 

2011).  
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Des études de PET ont démontré que les patients Alzheimer sous traitement antidépresseurs 

SSRI (bloquant la recapture sérotoninergique) avaient des niveaux corticaux d‟amyloïde 

diminués, comparativement aux patients non traités (Cirrito et al., 2011). En effet, la 

stimulation de la neurotransmission sérotoninergique permet de diminuer la production 

d‟Aβ, la formation de plaques et les symptômes cognitifs dans des modèles murins de la 

maladie d‟Alzheimer (Cirrito et al., 2011; Ledo et al., 2016; Sheline et al., 2014). De façon 

similaire, le rétablissement de la transmission dopaminergique dans le modèle 3xTg-AD 

permet une amélioration des déficits cognitifs et mnésiques (Ambrée et al., 2009; Guzmán-

Ramos et al., 2012). Bien que les niveaux d‟Aβ et tau n‟aient pas été mesurés dans ces 

travaux, il a été montré que la dopamine avait un rôle anti-amyloïdogénique et anti-oxidant 

(Himeno 2011).  

 

Les altérations et les implications des système dopaminergiques (Martorana and Koch, 

2014) et sérotoninergique (Geldenhuys and Van der Schyf, 2011) dans la maladie 

d‟Alzheimer restent peu explorées et soumises à controverse. Cependant, il semblerait que 

la stimulation de la transmission monoaminergique ait des conséquences bénéfiques sur les 

symptômes de la maladie.  

 

En conclusion de cette dernière partie, nous retiendrons que la maladie d‟Alzheimer est une 

pathologie complexe, impliquant de nombreux facteurs de risques et d‟altérations 

cérébrales. La recherche de traitement ne doit donc pas se restreindre aux pathologies 

amyloïdes et tau mais également viser à réguler les perturbations inflammatoires, 

métaboliques et vasculaires impliquées dans la mise en place et la progression de la 

pathologie.  
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IV. Hypothèses et objectifs  

.  

La BH4 est le cofacteur essentiel pour la synthèse de DA, sérotonine et NO. En raison de 

son rôle de cofacteur pour les hydroxylases d‟acides aminés (TPH, TH et PAH), la BH4 a 

un rôle primordial dans la neurotransmission monoaminergique. La synthèse de NO, 

également sous sa dépendance, sous-tend un rôle de la BH4 dans la régulation des fonctions 

endothéliales, vasculaires et également métaboliques. La BH4 joue également un rôle dans 

la régulation de l‟inflammation et du stress oxydatif, en particulier en permettant la 

dimérisation des NOS favorisant ainsi la production de NO au détriment des ROS 

potentiellement délétères. La BH4 est synthétisée de façon endogène à partir de GTP par un 

système enzymatique permettent une fine régulation de sa biodisponibilité. Cependant, 

cette biodisponibilité peut être altérée en situation inflammatoire ou lors d‟un stress 

oxydatif via son oxydation en BH2, forme inactive, voir sa dégradation. Ainsi, des 

diminutions ou des perturbations de la synthèse de BH4 sont rapportées dans de 

nombreuses maladies neuropsychiatriques à composante inflammatoire. Ces diminutions 

peuvent avoir de graves conséquences comportementales comme cela est observé dans des 

modèles murins de déficience génétique de la BH4. Au vu de ces observations et de son 

rôle dans de nombreux processus altérés en conditions pathologiques, la BH4 a récemment 

été proposée comme traitement dans plusieurs pathologies dont la dépression et la maladie 

d‟Alzheimer. Cependant les études précliniques caractérisant les effets d‟une administration 

périphérique de BH4 sur le SNC et les comportements qui en découlent sont rares. Mieux 

comprendre les effets de la BH4 chez l‟animal apparaît donc nécessaire afin de valider ses 

mécanismes d‟action in vivo, établir son impact sur différents comportements et permettre 

ainsi d‟incrémenter les connaissances pour affiner son utilisation en clinique.  

 

L‟objectif général de ces travaux de thèse a été de caractériser les effets d‟une 

administration périphérique de BH4 sur le fonctionnement cérébral, à travers des approches 

neurochimiques et comportementales, en conditions physiologiques et pathologiques. 
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Nous nous sommes intéressés dans un premier temps au rôle de la BH4 dans la synthèse de 

DA et son impact sur la motivation en condition physiologique et en situation 

neuroinflammatoire. Par la suite, nous avons évalué le potentiel thérapeutique de la BH4 

dans un modèle murin de la maladie d‟Alzheimer. Dans leur ensemble, ces travaux ont mis 

en évidence des effets bénéfiques de l‟administration périphérique de BH4 sur les fonctions 

cérébrales et les comportements considérés.  

 

Objectif 1 : Impact d’une administration aigüe de BH4 sur la synthèse de dopamine et 

la motivation, en conditions physiologique et neuroinflammatoire.  

 

La motivation permet d‟activer, stimuler et diriger nos comportements vers un but ou une 

récompense. Au cours des dernières années, de nombreuses études ont démontré 

l‟importance de la DA mésolimbique, en particulier de la libération de DA dans le NAcc, 

dans la production de comportements motivés dirigés vers un but. Des troubles 

motivationnels sont observés dans nombreuses conditions pathologiques incluant des 

maladies psychiatriques comme la schizophrénie et la dépression, des maladies 

neurodégénératives ainsi que des situations de neuroinflammation. Ces déficits 

motivationnels ne semblent pas spécifiques à une pathologie, en revanche ils 

s‟accompagnent très souvent de perturbations du système dopaminergique, suggérant une 

étiopathologie commune. L‟un des mécanismes impliqués serait la neuroinflammation. En 

effet, la neuroinflammation peut altérer la synthèse et la libération de DA conduisant à des 

perturbations de la motivation. L‟un des processus impliqués inclut une réduction de la 

disponibilité de la BH4 pour la synthèse de DA par le stress oxydatif associé à la réponse 

inflammatoire. Nous avons donc posé l’hypothèse qu’une administration de BH4 

périphérique pouvait atteindre le SNC, augmenter la synthèse de DA et la motivation, 

faisant de la BH4 un potentiel traitement pour les déficits dopaminergiques et 

motivationnels reliés à l’inflammation.  
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Objectif 1A : Déterminer si la BH4 injectée en périphérie peut atteindre le cerveau 

Les données de la littérature sur le passage de la BH4 de la périphérie au cerveau sont 

contradictoires. Nous avons donc étudié de façon spécifique chez la souris le passage de la 

BH4 à travers la BHE puis vérifié qu‟une injection de BH4 intra-péritonéale permettait 

d‟augmenter ses niveaux cérébraux. Pour cela, des expériences de perfusion cérébrale in 

situ (ISBP) ont été réalisées, permettant d‟étudier, in vivo, le transport cérébral d‟une 

molécule à travers la BHE. Nous avons également mesuré les quantités de BH4 et de BH2, 

sa forme oxydée et inactive, dans le cerveau, trois heures après injection i.p. de BH4 à 50 

mg/kg.  

 

Objectif 1B : Caractériser les effets d’une injection périphérique de BH4 sur la synthèse 

et la libération de DA et sur la motivation.   

Même si le rôle de la BH4 dans la synthèse de DA en tant que cofacteur de la TH est bien 

établi, il n‟y a pas de consensus sur l‟effet d‟une administration périphérique de BH4 sur la 

synthèse et la libération de DA in vivo. De plus, les effets d‟une injection de BH4 sur la 

motivation n‟ont jamais été mesurés. Nous avons donc étudié l‟effet d‟une injection aigüe 

périphérique de BH4 sur la libération de DA dans le striatum ventral et sur les processus 

motivationnels en condition basale et en réponse à l‟injection d‟amphétamine. Nous avons 

également caractérisé la transcription de gènes ou l‟expression des principales protéines 

impliqués dans le métabolisme central de la BH4 et de la DA en réponse à l‟injection de 

BH4.  

 

Objectif 1C : Mettre en place un modèle de neuroinflammation induisant des 

perturbations dopaminergiques et motivationnelles pour l’étude du potentiel 

thérapeutique de la BH4. 

Dans un dernier temps, nous avons étudié la modulation par le BH4 des déficits 

motivationnels et d‟altération de synthèse de DA induites par la neuroinflammation. Nous 

avons choisi d‟utiliser un modèle d‟inflammation aigüe induite par le LPS afin de 

modéliser notamment la composante motivationnelle des symptômes de type dépressif 

induit par la neuroinflammation. L‟effet d‟une administration périphérique de BH4 a ainsi 

été évalué sur les comportements de type dépressif et la motivation chez des souris, 24 
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heures après injection de LPS (830 µg/kg). La neuroinflammation a également été 

caractérisée, via l‟expression cérébrale des principales cytokines pro-inflammatoires.  

 

Objectif 2 : Évaluation du potentiel thérapeutique de la BH4 dans la maladie 

d’Alzheimer  

 

La maladie d‟Alzheimer est caractérisée par des déficits mnésiques et deux grands 

marqueurs neuropathologiques, à savoir les pathologies amyloïdes et tau, cependant de 

nombreuses autres altérations sont retrouvées dans la maladie. Face aux échecs des études 

cliniques visant les peptides amyloïdes et la protéine tau, la recherche s‟est peu à peu 

orientée vers la correction et le traitement d‟altérations « alternatives » qui sont également 

décrites dans la maladie d‟Alzheimer. En particulier, une neuroinflammation et un niveau 

de stress oxydatif importants sont retrouvés chez de nombreux patients. Des données 

récentes indiquent que la neuroinflammation et le stress oxydatif ne jouent pas uniquement 

un rôle causal dans la maladie mais participent également à la maintenance et à 

l‟aggravation des symptômes. De plus, il est décrit que les désordres métaboliques 

préexistants sont les facteurs de risque modifiables les plus importants de développer la 

maladie d‟Alzheimer, notamment en raison de leur action pro-inflammatoire. Or la BH4, en 

tant que facteur de régulation de la production du NO, est fortement impliquée dans la 

régulation du métabolisme lipido/glucidique, de l‟inflammation et du stress oxydatif. Enfin, 

des données suggèrent que la synthèse et les niveaux de BH4 sont diminués chez les 

patients souffrants de la maladie d‟Alzheimer. Nous avons donc postulé que 

l’administration périphérique de BH4 permettait de diminuer les symptômes cognitifs 

et les pathologies amyloïdes et tau via des améliorations métaboliques, 

neuroinflammatoires et oxydatives dans un modèle murin de la maladie d’Alzheimer. 

Le modèle choisi est celui des souris 3xTg-AD, qui a l‟avantage de présenter des déficits 

mnésiques, des plaques amyloides et des dégénérescences neurofibrillaires de la protéine 

tau apparaissant progressivement avec l‟âge. Les souris transgéniques et non-transgéniques 

contrôles ont été nourries à partir de l‟âge de six mois avec une diète contrôle ou une diète 

hyperlipique afin d‟induire des altérations métaboliques et inflammatoires. Les souris ont 

été soumises à un traitement sub-chronique de BH4 (15 mg/kg) de 10 jours afin d‟évaluer 
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son potentiel thérapeutique, à travers l‟évaluation de la mémoire, la tolérance au glucose, 

les atteintes neuropathologiques amyloïde et tau, la neuroinflammation ainsi que la 

synthèse cérébrale de NO et de monoamines.  
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CHAPITRE 2 : EFFETS DE L’ADMINISTRATION DE 
TÉTRAHYDROBIOPTÉRINE SUR LA LIBÉRATION 
DE DOPAMINE MÉSOLIMBIQUE ET LA 
MOTIVATION 
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Résumé 

La dopamine (DA) est le principal neurotransmetteur impliqué dans les comportements 

motivés, ainsi des perturbations de sa synthèse peuvent conduire à des déficits 

motivationnels. La tétrahydrobioptérine (BH4) est le cofacteur essentiel pour l‟activité des 

enzymes impliquées dans la synthèse de la DA. Des déficiences en BH4 ont été observées 

dans plusieurs maladies neuropsychiatriques en lien avec des déficits dopaminergiques. La 

BH4 apparaît donc comme une potentielle nouvelle cible pour traiter les symptômes 

motivationnels. Nous avons étudié les effets d‟une injection aigüe périphérique de BH4 sur 

le système dopaminergique et les comportements s‟y rapportant chez la souris. Nous avons 

tout d‟abord étudié le transport de la BH4 à partir de la périphérie jusqu‟au cerveau. Nous 

avons ensuite mesuré la libération de DA en microdialyse in vivo dans le noyau accumbens 

(NAcc) et évalué la motivation dans un paradigme de conditionnement opérant en condition 

basale et en réponse à un challenge à l‟amphétamine (AMPH) chez des animaux ayant 

préalablement reçus une injection aigüe de BH4 (50 mg/kg) ou de solution contrôle. Nos 

résultats montrent que la BH4 traverse la barrière hémato-encéphalique et qu‟une injection 

périphérique de BH4 permet d‟augmenter les niveaux cérébraux de BH4 sans affecter 

l‟expression des principales protéines impliquées dans la régulation de la DA et du BH4. 

Par ailleurs, nous montrons que l‟augmentation cérébrale de BH4 induit une augmentation 

de la libération de DA dans NAcc lors d‟une stimulation à l‟AMPH ainsi qu‟une 

augmentation de la motivation dans un paradigme de conditionnement opérant. 

Collectivement, ces résultats suggèrent une potentielle utilisation de la BH4 pour le 

traitement des désordres dopaminergiques et motivationels. 
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ABSTRACT 

 

Dopamine (DA) is a critical neurotransmitter involved in motivational process and 

disruptions in DA synthesis lead to motivational deficits. Tetrahydrobiopterin (BH4) is an 

essential cofactor for the activity of enzymes involved in synthesis of DA. Deficiencies in 

BH4 levels are observed in several DA-related neuropsychiatric diseases, thus BH4 appears 

to be a potential novel tool to treat motivational deficits. To investigate BH4 effects on 

dopaminergic system and related behaviors, we injected mice with acute BH4 (50mg/kg). 

We first assess BH4 transport from periphery to brain. Then we investigated the effect of 

BH4 injection on DA release using in vivo micro-dialysis and evaluated motivation through 

operant conditioning paradigms in basal condition and after AMPH challenge. First, we 

showed that BH4 crosses the blood-brain barrier and that an acute peripheral injection of 

BH4 is sufficient to increase BH4 brain contents without affecting BH4 and DA-related 

protein expression. Further, we showed that this increase in BH4 enhanced AMPH-

stimulated DA release in the nucleus accumbens. Finally, we demonstrated that BH4 

triggered an enhancement in a motivational schedule in operant conditioning. Collectively, 

these findings support the utilization of BH4 as treatment in dopaminergic and motivational 

disturbances.  
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INTRODUCTION  

The mesolimbic dopaminergic pathway has been implicated in several behavioral functions 

related to motivation, throughout its regulating role in incentive salience and reinforcement 

learning, among other cognitive processes [1,2]. Dysregulation of the mesolimbic 

dopamine (DA) transmission and DA deficits have been linked to various neuropsychiatric 

disorders, leading to core symptoms such as reduced motivation and motor slowing, which 

are associated with poor treatment response [3–9]. Preclinical studies showed that DA 

depletion decreased the extent to which an animal is willing to exert effort to obtain a 

reward whereas pro-dopaminergic drugs have the opposite effect [1,2,10]. At a cellular and 

circuit level, motivational drive is dependent on the concentration of extrasynaptic DA 

present in specific brain areas such as the nucleus accumbens (NAcc) [11].  

The two-step synthesis of DA starts with the hydroxylation of L-tyrosine by tyrosine 

hydroxylase (TH), which function is strongly regulated and depends on tetrahydrobiopterin 

(BH4) as an essential cofactor [12,13]. Thus BH4 has been proposed as a potential drug for 

motivational and related-DA disturbances found in several neuropsychiatric disorders such 

as depression [14,15]. BH4 is endogenously synthesized by the concerted action of the rate-

limiting enzyme GTP cyclohydrolase 1 (GCH1), the 6-pyruvoyl-tetrahydropterin synthase 

(PTPS) and the sepiapterin reductase (SR) [13]. Thanks to regulatory proteins, BH4 is kept 

within a tight physiological range in the body  : GCH1 feedback regulatory protein (GFRP) 

inhibits GCH1 activity when BH4 level are too high [16] ; dihydropteridine reductase 

(DHPR) and dihydrofolate reductase (DHFR) ensure the recycling of BH2, an oxidized and 

inactive form of BH4 produced after enzymatic utilization or during oxidative conditions, 

into BH4 [17]. In situ administration of BH4 by retro-dialysis in the striatum leads to 
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increase DA release [18,19] and peripheral administrated BH4 increases DOPA production 

[20], and DA content in the striatum [21] indicating increased TH activity. Reciprocally, 

mice genetically deficient for BH4 (hph1 model) display decreased DA levels and 

increased depressive-like behaviors [22,23]. However, few and discordant results about the 

ability of peripherally BH4 supply to increase the brain BH4 contents have been published 

[24,25] and the effect of peripheral administration on in vivo DA release and related 

behaviors such as motivation remains unknown.  

Our first aim was to test the efficacy of BH4 supplementation to increase the brain BH4 

levels in mice. Then we asked whether BH4 could improve dopaminergic function and 

motivation. We showed that BH4 cross BBB, greatly enhanced the release of DA in NAcc 

after amphetamine challenge and improved motivational performance in operant 

conditioning. 
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MATERIALS AND METHODS  

1. Animals 

Male C57BL/6 J mice (Robert Janvier, Le Genest St-Isle, France) arrived at the age of 7–10 

weeks and were socially housed; five mice per cage on a 12:12 LD cycle (8:00 on). Food 

and water were available ad libitum. Mice had two weeks to acclimate to their new 

environment. Mice were killed by decapitation under light anesthesia using isoflurane and 

the brains were rapidly removed on ice or dissected and immediately frozen.  

2. Treatments 

BH4 treatment: BH4 stock solution (100 mg/mL) was prepared by dissolving 1 g of 

(6R,S)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin dihydrochloride (Schricks laboratories, Switzerland) 

in 10 mL of 0.1 M HCl and stored at -80°C until use. BH4 stock solution was dissolved in 

saline solution to 5mg/mL and was injected i.p. at the dose of 50 mg/kg in a volume of 10 

µL/g. This dose has been previously described to induce an increase in BH4 cerebral level 

in young mice [26]. 

Amphetamine challenge: AMPH (D-amphetamine, Merck, France) was dissolved in 

saline solution and injected at 3 mg/kg, for microdialysis study, and 0.5 mg/kg, for operant 

conditioning experiment, i.p. in a volume of 10 µL/g.  

3. In-situ brain perfusion 

3.1. Surgery and perfusion 

In situ brain perfusion (ISBP) consists of the direct infusion of a labeled component into 

ligatured carotid artery to assess measurement of the amount of component crossing BBB. 

The carotid ligation was performed as previously described under deep anesthesia 

(ketamine/xylazine) (Alata et al. 2014, Do et al. 2014). Mice were perfused with [
14

C]-

sucrose (0.3 µCi/mL, 588 mCi/mmol; PerkinElmer Life Sciences (Courtaboeuf, France), as 
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a vascular space marker, and [
3
H]-BH4 (0.3 µg/kg, 1 mCi/mL, 40-60 Ci/mmol; American 

radiolabeled Chemicals (ST Louis, MO, USA)) at a flow rate of 2.5 mL/min during 1 min. 

The perfusion fluid was bicarbonate-buffered physiological saline (mM solute: 128 NaCl, 

24 NaHCO3, 4.2 KCl, 2.4 NaH2PO4, 1.5 CaCl2, 0.9 MgCl2, 9 D-glucose). The solution was 

gassed with 95% O2/5% CO2 to obtain a pH of 7.4 and heated to 37 °C. Mice were 

sacrificed by decapitation at the end of the perfusion. The right hemispheres were collected, 

weighted and then digested in 1 mL of soluene at 50°C overnight. Quantification of [
14

C] 

and [
3
H] radioactivities was performed in a Packard Tri-Carb model 1900TR liquid 

scintillation analyzer after adding 9 mL of Ultima Gold scintillation to each sample.  

3.2 Calculations 

The total amount of [
14

C]-sucrose in each hemisphere (representing the vascular volume - 

Vvasc) and the total amount of [
3
H]-BH4 (in both vascular compartment and parenchyma - 

Vtot) were calculating using the following equation: V=(X/C) where X is the total 

radioactivity measured in the dissected brain (dpm/g) and C is the concentration in the 

perfusat (dpm/µL). The total of [
3
H]-BH4 crossing BBB (VdBH4) was calculated by 

subtracting the vascular volume from the total [
3
H]-BH4 amount: VdBH4=Vtot-Vvasc. The 

brain uptake clearance of BH4 (Clup BH4) was calculated by dividing the amount of BH4 

crossing BBB by perfusion time: Clup BH4= Vd BH4/T, where T is the perfusion time (60 

secondes). 

4. Biopterin measurements 

Each cerebral hemisphere was homogenized in formic acid 0.1 M at 4°C, centrifuged (10 

min x 12 000 rpm at 4°C) and then supernatant was stored at -80°C. The day of analysis, 50 

µl of the supernatant were diluted in the mobile phase (50/50, v/v) and filtered in a 5,000 

MWCO PES Vivaspin 500 filter (Sartorius, France). After injection of 50 µl of the 
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resulting filtrate into the chromatograph, the pterins (BH4 and BH2) were detected and 

quantified as previously described [27]. 

5. Real-time quantitative PCR 

Total RNA was extracted from striata using Trizol method (Invitrogen, Live technologies). 

Two micrograms of RNA were reverse transcribed in cDNA (L-MLV RT Kit, Invitrogen, 

Life technologies). A hundred nanograms of the resulting cDNA were amplified in 

duplicate and gene expressions were measured using the Taqman Universal PCR Master 

Mix (Applied Biosystems) and appropriate FAM-labeled Taqman primers as previously 

described (Rey et al. 2018). Data were analyzed using the comparative threshold cycle and 

results are expressed as relative fold change with GAPDH as a house keeping gene. The 

assay IDDs for the target genes were: GCH1 (Mm01322973_m1), PTPS 

(Mm00478494_m1), SR (Mm00488430_m1), DHFR (Mm00515662_m1), QDPR 

(Mm02025866_u1), GFRP (Mm00622819_m1), and GAPDH (Mm99999915_m1). 

6. Tissue processing and Western blot analysis 

Total proteins from striatum were extracted from the Trizol fraction previously recovered 

from the RNA extraction step according to the manufacturer‟s instructions slightly 

modified. Briefly, the tube containing the organic phase was centrifuged at 12,000 g for 15 

min at 4°C, and the remaining supernatant was removed and discarded. Proteins in the 

phenol-ethanol supernatant were precipitated by addition of isopropanol and centrifuged at 

12,000 g for 10 min at 4°C. The protein pellet was next washed, centrifuged and 

precipitated by addition of 100% ethanol followed by a final centrifugation at 7,500 g for 5 

min at 4°C. The protein pellet was sonicated briefly and centrifuged at 3,000 g for 10 min 

at 4°C, to sediment insoluble material and the supernatant containing the solubilized 
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proteins was stored at -80°C. Protein concentration was determined using a BCA assay kit 

(Uptima, Montlucon, France).  

Samples were denatured in 5x Laemmli buffer by heating at 100°C for 5 min. Equal 

amounts of proteins (15µg) per sample were loaded on 10% polyacrylamide. Proteins were 

transferred on nitrocellulose membrane (Protran Premium 0.2 µm, Amersham) using a 

Miniprotean system (Biorad) in transfer buffer (25mM Tris, 0.192M glycine, 20% ethanol, 

0.02% SDS) for 90min. Membranes were saturated with 5% fat-free dry milk in TBS-

Tween 20 (0.1%) for 1h at room temperature and probed overnight at 4°C with primary 

antibodies: anti-TH (1/1000) (MAB318, Millipore), anti-DAT (1/1000) (AB2231, 

Millipore), anti-VMAT2 (generous gift from Bruno Giros) antibodies. Anti-GAPDH 

(1/2000, 622102, Biolegend) antibody was used against internal markers to normalize 

protein expression. Primary antibodies were detected with appropriated horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibodies (1/5000, Jackson ImmunoResearch). The blots 

were developed by using Supersignal Westdura (Thermo Scientific). Specific protein 

signals were quantified by measuring chemiluminescence with Chemidoc Detection System 

and Image Lab 5.2.1 Software (Biorad). 

7. Microdialysis and DA quantification 

7.1. Stereotaxic surgery 

Mice were anesthetized by inhalation of a mixture of isoflurane gas (2-5%) and oxygen and 

placed in a stereotaxic apparatus. The probe guide (CMA 7, Phymep, France) was 

implanted in the NAcc (coordinates A-P: + 1.7 mm; M-L from bregma ± 1 mm; D-V from 

skull surface – 4 mm (Paxinos and Franklin 1997). Guides were anchored with glue and 

non-acrylic dental cement on the skull. After implantation of the guide, mice were housed 

individually for one week, until microdialysis study. The day before the experiment, mice 
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were exposed to palatable food (Cocopops, Kellog‟s) to avoid neophobia and placed in a 

circular chamber with water and food (3 grams, chow diet) in the experiment room for 

habituation.  

7.2. Microdialysis in freely moving mice 

At 8:00 am, a microdialysis probe (cuprophane, 6 kDA cut-off, 2 mm length, CMA 7, 

Phymep, France) was slowly lowered into the brain and continuously perfused with 

artificial cerebrospinal fluid (mM solute: 142 NaCl, 0.3 NaH2PO4, 3.9 KCl, 1 MgCl2, 1.2 

CaCl2, 1.35 NaHPO4) at a constant flow rate of 1 µL/min. Mice were connected to a 

channel swivel (AgsTho‟s AB, Sweden) which allowed them to move freely. 

Two hours after connection, six 10-minute baseline samples were manually collected 

during one hour to assess basal release. At 11:00 mice received an i.p. injection of either 

BH4 (50mg/kg) or control solution and then six 30-minute samples were collected. Then, 

palatable food was presented (Cocopops, Kellog‟s) for 30 minutes in order to measure DA 

release with three 10-minute samples during feeding. After food removal, mice received an 

i.p. injection of AMPH (3 mg/kg) and 10-minutes samples were collected during 50 

minutes. All samples were collected on ice to avoid DA degradation and immediately 

frozen at -20°C until being analyzed by HPLC coupled to electrochemical detection. At the 

end of experiment, mice were sacrificed. Brains were removed and fixed in 4% 

paraformaldehyde for 24 hours then immersed in 30% sucrose solution until complete 

impregnation ant stored at -80°C. Coronal brains sections were realized to verify probe 

placements. Data were discarded when the microdialysis probe was not correctly placed in 

the NAcc.  
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7.3 HPLC analysis 

The dialysate samples were injected into a high-performance liquid chromatograph 

equipped with a 5 µm C18, 3 x 100 mm silica column (ACE, AIT, France) and a DECADE 

II detector (Antec Leyden, The Netherlands) to quantify DA. The mobile phase, consisting 

of 0.1 M citric acid, 0.1 M dibutylamine, 0.5 mM octanesulfonic acid and 0.1 mM EDTA, 

pH 3.5, was pumped at 0.3 mL/min (Dionex SA, Voisins-Le-Bretonneux, France) through 

oxidation potential of the electrochemical detector (Decade 2, Antec, France) set at 600 

mV. Peaks areas were integrated using Chromeleon 6.80 software (Dionex SA, Voisins-Le-

Bretonneux, France). Concentrations were calculated relative to a daily-injected standard. 

Samples or missing values were replaced using the mean of the two adjacent values in 

order to perform RM-ANOVA.  

8. Operant Conditioning 

Operant conditioning chambers (Imetronic, Pessac, France) and procedures were described 

in (Ducrocq et al. 2018). Mice were submitted to food restriction (80-90% of body weight) 

and habituated to the apparatus. One session (1 hour) was run each day, 5 days per week. 

Fixed and Random Ratio (RR) training were performed until mice reached criteria. Mice 

were randomly assigned to BH4 or control group after training. Performances in the 

training task of both groups were equal. Motivation was evaluated in Progressive Ratio 

tasks times 2 schedules (PRx2) during 60 or 90 minutes, 3 hours after saline or BH4 

injection, and under AMPH challenge.  

8.1. Fixed ratio training 

Mice were train to press the reinforced lever to obtain the reward. In the fixed ratio (FR) 

training, every lever press is reinforced. Almost all the mice reached the threshold of 200 

lever presses per session in 6 sessions.  
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8.2. Random ratio (RR) testing 

Each lever press on the reinforced lever has a given probability to be reinforced with RR5 = 

0.2, RR10 = 0.1 and RR20 = 0.05. Animals were trained in multiple sequential random 

ratio sessions (4 RR5, 3 RR10 and 5 RR20).  

8.3. Progressive ratio testing 

In the Progressive Ratio (PRx2), the number of lever presses required to earn a reward is 

doubled respective to the previous reward. The following parameters were assessed in 

PRx2: (A) the total lever presses representing the willingness of mice to obtain rewards 

during the entire session; (B) the session duration as the time within animal pressed lever 

before reaching the cut-off (breaking point) defined as 5 minutes without reinforced lever 

presses; (C) the lever presses before cut-off (CO) which represents the amount of effort 

mice were willing to expend before abandoning; (D) and the press rate (i.e., number of 

lever presses per second), illustrating the vigor response as a function of effort to exert to 

obtain a reward. 

Animals were injected i.p. with BH4 (50 mg/kg) or saline solution 3 hours before PRx2 

testing. Mice performed four more PRx2 sessions under AMPH challenge (0.5 mg.kg), in 

order to assess the potentiality of BH4 administration to modulate the AMPH response 

(within-subject testing, two AMPH sessions and two saline sessions). The dose of AMPH 

was chosen to avoid appetite suppressant effect and to ensure that the maximal lever 

pressing capacities of mice was not exceeded [28]. RR20 were performed between each PR 

tasks to limit PRx2-associated extinction.  

9. Statistics 

Data are reported as means ± SEM. All parameters were analyzed using Student‟t test or 

Mann-Whitney test between Control and BH4-treated groups. The main effects and 
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interaction of two independent variables were evaluated using two-way ANOVA, with 

Time as a within-subjects repeated factor. All post-hoc comparisons were made using the 

Tukey test. A log-rank (Mantel-Cox) test was used to analyze survival curve. Statistical 

analyses were done using GraphPad Prism 7 Softwares. Differences were considered 

significant when p<0.05.  

10. Study approval 

All animal care and experimental procedures followed ethical protocols in accordance with 

the INRA Quality Reference System and to relevant French (Directive 87/148, Ministère de 

l‟Agriculture et de la Pêche) and European (Directive 86/609/EEC) legislation. They were 

approved by the Region Aquitaine Veterinary Services (Direction Départementale de la 

Protection des Animaux, approval ID: A33-063-920) and by the ethics committee of animal 

experimentation of Bordeaux (CE50). Every effort was made to minimize suffering and the 

number of animals used.  
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RESULTS 

 

1. BH4 injected peripherally crossed BBB and increased BH4 and BH2 brain levels 

without altering the BH4 synthetic pathway.  

As a first aim, we assessed the ability of BH4 to cross the BBB using ISBP. We 

demonstrated that the total amount of cerebral BH4 (Vtot) after BH4-radiolabeled infusion 

in ligated carotid artery was superior than the vascular volume (Vvasc) indicating that BH4 

was able to cross the BBB (Fig.1A). We calculated that the brain uptake coefficient (Clup) 

of BH4 was 0.083 ± 0.008 µl.g-1.s-1, consistent with low but significant transport across 

the BBB. Then after showing the ability of peripheral BH4 to reach to brain, we assessed 

the impact of BH4 injection at the dose 50 mg/kg to BH4 and BH2, its oxidized and 

inactive form, brain contents (Fig.1B). Results showed that both BH4 (t-test: t(13)=3.055, 

p=0.0092), BH2 (t-test: t(13)=4.037, p=0.0014) and the sum of BH4 and BH2 (t-test: 

t(13)=6.111, p<0.0001) brain levels were significantly increased in cerebral hemispheres of 

mice, 3 hours after BH4 injection, as compared to control mice. 

A second aim was to assess the effect of such a BH4 cerebral increase on the BH4 synthesis 

pathway. It involves three sequential enzymes, GCH1, PTPS and SR, GCH1 being the rate-

limiting enzyme and could be inhibited by GFRP when BH4 levels are too high. A 

complementary salvage and a recycling pathway exists involving DHFR and QDPR 

respectively [17,29]. Results showed that the mRNA expression of the different enzymes 

and proteins were identical in CTL and BH4-injected mice (GCH1 (t-test: t(24)=0.8279, 

p=0.4159), PTPS (t-test: t(9)=1.115, p=0.2939), SR (t-test: t(9)=0.9044, p=0.3894), DHFR 

(t-test: t(12)=0.9223, p=0.3745), QDPR (t-test: t(9)=0.8607, p=0.4118) and GFRP (t-test: 

t(24)=1.567, p=0.1309) (Fig.1C). 
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2. Peripheral BH4 injection increased AMPH-stimulated release of dopamine in the 

NAcc. 

As BH4 is the obligatory cofactor for DA synthesis, we next investigated whether BH4 

injection and the subsequent increase in cerebral BH4 leads to increased DA release in the 

NAcc. We performed in vivo microdialysis in awake mice and recorded extracellular DA 

after BH4 or control solution injection, without stimulations, and in response to palatable 

food and AMPH injection (3 mg/kg) (Fig.2). There was no significant difference on basal 

extracellular DA level between the two groups (14.53 ± 0.00 nM, t-test: t(11)=1.461, 

p=0.1721). The 2-way RM ANOVA revealed a significant effect of BH4 injection on DA 

release over the total time-course (treatment effect F(1, 11)=10.66, p=0.0075, interaction 

time x treatment F(14, 154)=5.830, p<0.0001) (Fig.2A). Indeed, BH4 injection had no 

effect on the total DA release before stimulation (represented as the area under the curve 

(AUC)) (Fig.2B) (t-test: t(11)=0.9582, p=0.3586), but induced a significant increase in the 

total DA release during palatable food presentation (Fig.2C) (t-test: t(11)=2.791, p=0.0176) 

and after AMPH injection (Fig.2D) (t-test: t(11)=3.766, p=0.0031). At the maximal effect, 

BH4-injected mice showed a significant 3-time higher DA release compared to control 

mice (CTL: 430.8 ± 82.9%, BH4: 1432.0 ± 269.2%; p<0.00001; Tukey post-hoc test: 

t(11)=3.766, p=0.0031). 

 

3. Peripheral BH4 injection did not affect TH, VMAT2 and DAT protein 

expression in the NAcc 

AMPH release is mediated by its actions on vesicular monoamine transporter (VMAT2) 

and dopamine transporter (DAT) [30]. In view of the BH4 effects on AMPH-induced DA 
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release, we assessed the relative protein amounts of VMAT2, DAT and TH in mice 

striatum 3 hours after BH4 injection (Fig.3).  Results showed no difference for any of the 

proteins studied between controls and BH4 treated mice (Mann-Whitney U test, all p= n.s) 

demonstrating that BH4 effects on AMPH-induced DA release are not mediated by an 

increase of DAT, VMAT or TH.  

4. Peripheral BH4 injection enhanced motivation in response to AMPH challenge 

To assess whether BH4 injection affects motivation, mice performed a Progressive Ratio x2 

time task (PRx2 – 60 minutes) 3 hours after BH4 or control injection (Fig.4A-C). BH4 

injection had no effect on the total lever presses (Fig.4A) (t-test: t(21)=0.7109, p=0.4850), 

the session duration (Fig.4B) (t-test: t(21)=1.15, p=0.2629) and the number of lever presses 

reached before breakpoint (Fig.4C) (t-test: t(21)=0.1761, p=0.8619). Despite a median 

survival of 32.0 minutes for control group versus 48.5 minutes for the BH4 group, survival 

curves were not significantly different (data not shown) (Log-rank test: χ2=0.5658, 

p=0.4519).  

In view of the major effect of BH4 injection on DA release under AMPH stimulation, we 

challenged mice with a low dose of AMPH (0.5 mg/kg; AMPH session) in PRx2 (90 

minutes), and compared motivation in response to AMPH in BH4 and control groups 

(Fig.5). Mice received saline injection as a within-subject control (SAL sessions). Total 

lever presses were significantly increased by AMPH in the BH4-treated group whereas 

AMPH challenge did not change lever presses in control group (Fig.5A) (2way RM-

ANOVA, interaction AMPH x treatment: F(1.16)=7.895, p=0.0126, Bonferroni post-hoc 

analysis AMPH vs SAL: CTL group: t(16)=2.124, p=0.0993, BH4 group: t(16)=6.097, 

p<0.0001). BH4-treated mice also exhibited a significant increase in lever presses reached 

before breakpoint during the AMPH session compared to the saline session (Fig.5C) (2way 
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RM-ANOVA, interaction AMPH x treatment: F(1.16)=8.681, p=0.0339, Bonferroni post-

hoc analysis AMPH vs SAL: CTL group: t(16)=0.4427, p>0.99, BH4 group: t(16)=3.724, 

p=0.0037). Furthermore, contrary to SAL injection, which had a similar effect on 

cumulative lever presses in CTL and in BH4-treated groups (Fig.5D) (2way RM-ANOVA, 

interaction treatment x time F(89,1424)=0.8875, p=0.3828), the effect of AMPH challenge 

on cumulative lever presses was significantly different between the two groups (Fig.5E) 

(2way RM-ANOVA, interaction treatment x time F(89,1424)=2.364, p<0.0001). 

Interestingly, in a 90 min task, BH4 had a global trend to increase the session duration, 

without any effect of AMPH challenge (Fig.5B) (2way ANOVA, treatment effect 

F(1.16)=3.198, p=0.0927). 

The vigor response represented by the number of lever presses per second for each ratio, 

was also evaluated to control for motor ability. We observed the expected hyperbolic 

relationship between response rate and ratio requirement to obtain a reward (2way RM-

ANOVA, Time effect in Controls: F(7,112)=15.55, p<0.0001 ; Time effect in BH4 group:  

F(7,112)=9.14, p<0.0001). This parameter was not affected by the BH4 injection, under 

saline (Fig.5F) or AMPH challenge (Fig.5G). 
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DISCUSSION 

BH4, as an absolute required cofactor for DA synthesis, appears to be a potential candidate 

for improving DA synthesis, but the in vivo effects of BH4 administration on DA synthesis 

and related behaviors remains unknown. In this study, we provided the first evidence to our 

knowledge that peripherally injected BH4 can increase brain BH4 contents leading to 

enhanced in vivo DA release and motivated behavior.  

The ability of peripheral BH4 to reach the brain is still controversial. Some indirect 

evidence suggests that exogenous administration of BH4 can reach and be retained in the 

brain [26,31,32], but other studies showed that overdose (i.e. lethal dose) is needed to 

elevate brain levels because of a limited ability of BH4 to enter the cerebral compartment 

[21,33–35]. Therapeutic trials with oral BH4 supplementation resulted in limited success 

[36,37], and the poor entrance ability of BH4 was proposed as a main limiting factor for 

efficacy [21,25]. We showed here using ICSP that BH4 is able to cross the BBB with an 

uptake clearance of 0.083µl/g/s which is in a range of others drugs such as morphine [38]. 

Furthermore, we showed that a single intra-peritoneal injection of BH4 at 50 mg/kg is able 

to double BH4 brain levels measured three hours after i.p. injection. We also observed an 

increase in BH2 brain levels, which is not active as a cofactor but could be recycled in BH4 

via the salvage pathways [17]. However, an important remaining question is whether a 

transient transformation of BH4 in BH2 is necessary to cross the BBB as suggested by 

previous studies [39,40]. Deeper understanding of mechanisms involved in BH4 

penetration through the BBB could allow optimizing strategies for future use of BH4 for 

therapeutic purposes.  
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We also explored for the first time the effects of BH4 injection on its own synthetic 

pathway through measures of mRNA expression of the main enzymes involved in BH4 

formation. Our results revealed that BH4 injection at the dose of 50 mg/kg did not change 

the expression of GCH1, SR or PTPS in the striatum of mice, 3 hours after i.p. injection. 

Thus, a two-fold increase in cerebral BH4 levels did not affect BH4 synthetic pathway. It is 

known that GCH1 activity can be regulated post-translationally through allosteric feedback 

by BH4, involving interaction with GFRP [16]. It is likely due to the fundamental need to 

maintain BH4 levels within a tight physiological range in the body [17]. Our results showed 

no change in mRNA expression of GFRP confirming that the observed increase in cerebral 

BH4 levels is in a range that does not interfere with its striatal synthesis.  

 

BH4 is required for DA synthesis as a cofactor for TH activity but controversial effects of 

BH4 supplementation on DA cerebral content and release have been described in the 

literature. Some studies reported an increase of brain DA contents after peripheral BH4 

administration in mice [20,41], others observed an increase in a mouse model of partial 

BH4 deficiency (hph1 mice) but not in wild-type animals [12,26], or showed no change 

[21,42]. An important literature described that direct BH4 infusion in anesthetized rat 

striatum leads to massive dose-dependent DA release [43]. However, it remains unclear 

whether BH4-mediated enhancement of DA release is due to an increase in DA synthesis or 

to a direct pro-release effect, independently of its cofactor action on TH. Indeed, it has been 

shown that the enhancement of DA release in the rat striatum induced by local BH4 

administration through retro-dialysis, persists at a lower level when DA biosynthesis is 

blocked by TH inhibition [44]. Here, we found no detectable change in extracellular DA 

levels after peripheral BH4 injection indicating that BH4 alone does not affect DA release 
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in our conditions. Theses discrepancies could be explained by a slighter and more 

physiological increase in brain BH4 level in our experiment compared to the 1000 fold 

increase of total biopterin that follows the in situ administration of 1mM BH4 [18,44]. By 

contrast, we observed an enhancement of stimulated DA release by food presentation and 

after AMPH challenge, strongly suggesting that peripheral BH4 injection increased DA 

synthesis. These observations are in line with previous demonstration of increased TH 

activity after BH4 administration [45,46]. AMPH-evoked DA release has been 

demonstrated to mobilize newly synthesized DA, which efflux in the synaptic cleft is 

elicited throughout concerted actions of the AMPH as an inducer of reverse transport on 

VMAT and DAT [30,47]. We showed that BH4 injection did not affect DAT or VMAT2 

protein expression, indicating that the increase of AMPH-induced DA release by BH4 is 

independent of changes in expression of monoamine transporters. Our results rather support 

that peripheral administration of BH4 leads to increased synthesis and storage of DA, ready 

to be released in high levels under AMPH challenge. Knowing the addictive properties of 

drugs that directly act on dopamine release/recapture such as psychostimulants, this 

consolidates the potential of BH4 as a safer treatment for DA disturbances in humans.  

 

It has been widely demonstrated that increased DA release in the NAcc is strongly 

associated with enhanced motivation [48]. Based on the results of increased stimulated-DA 

release in NAcc of mice after BH4 injection, we evaluated the motivational component of 

goal-directed behavior using a PRx2 schedule. BH4 did not have a significant effect when 

injected alone, consistent with the lack of effect of BH4 on DA release. Yet, BH4 tended to 

increase session duration during the saline session suggesting that increased BH4 levels 

alone could potentiate DA-mediated physiological signals such as increased incentive 
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processes, in accordance to what we observed with food-mediated increase in DA 

transmission. Moreover, low dose of AMPH that had no effect in control mice, enhanced 

motivation in the BH4-treated mice, as illustrated by the increased cumulative lever presses 

in this group. This is in accordance with the potentiating effect of BH4 on AMPH-mediated 

DA release, even though the dose of AMPH used in the operant task is much lower than the 

one used to stimulate the DA release in the microdialysis study. It is tempting to propose 

that BH4-mediated increase in DA synthesis subsequently resulted in an enhancement of 

AMPH-induced DA release, leading to increased incentive processes. Importantly, we 

found that vigor response, as measured by the press rate for each ratio during the PRx2 

task, was unaltered by BH4 injection going against non-specific locomotor effects [49].  

 

In this study, we demonstrate that peripheral BH4 efficiently crosses the BBB and increases 

cerebral content, leading to enhancement of stimulated DA release. Our data suggest that 

BH4, as a cofactor for DA synthesis could be used as a dopaminergic enhancer, which is of 

interest for the treatment of hypodopaminergic phenotypes such as apathy, a main symptom 

of several psychiatric disorders such as addiction, schizophrenia or depression [3,50,51].  
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Figure 1. Peripherally injected BH4 crossed BBB and increased BH4 cerebral 

contents without changing BH4 synthetic pathway 

(A) Clup was calculated using [
3
H]-BH4 to measure BH4 brain uptake and [

14
C]-sucrose as 

a vascular space marker to measure the total vascular volume (left panel) (n=8). BH4 goes 

through BBB with a brain uptake coefficient of 0.0835 ± 0.0080 µL.g-1.s-1. (B) BH4, BH2 

and BH4+BH2 cerebral contents measured 3 hours after control (CTL ; n=7) or BH4 

(50mg/kg ; BH4 ; n=8) i.p. injection. (C) Gene expression of enzymes involved in BH4 

synthesis and in BH4 regulation measured 3 hours after saline (CTL ; n=7) or BH4 

(50mg/kg ; BH4 ; n=7) i.p. injection. Data are expressed as mean ± SEM. Statistical 

analysis : Student t-test, **p<0.01 ***p<0.0001 significantly different from control.  

BH4: Tetrahydrobiopterin; BH2: Dihydrobiopterin; GCH1: GTP-Cylohydrolase 1; PTPS: 

6-pyruvoyltetrahydrobiopterin synthase; SR: sepiapterin reductase; DHFR: Dihydrofolate 

reductase; QDPR: Quinoid Dihydropteridin reductase; GFRP: GCH1 Feedback regulatory 

protein.  

  



 

117 

Figure 2. Peripheral BH4 injection increased amphetamine-stimulated release of 

dopamine in the nucleus accumbens 
(A) Extracellular DA levels measured in the NAcc of awake mice in response to control 

(n=6) or BH4 (50 mg/kg ; n=7) injection (3 hours, six 30-min samples), palatable food 

presentation (30 min, three 10-min samples) and AMPH injection (3 mg/kg) (50 min, five 

10-min samples). Values are represented as percentage of baseline (mean of the 6 first 

samples of 10 minutes). (B, C, D) AUC of extracellular DA levels measured in the NAcc of 

awake mice after (B) control or BH4 injection (50 mg/kg), (C) during palatable food 

presentation and (D) after AMPH injection (3 mg/kg). Data are expressed as mean ± SEM. 

Statistical analysis: (A) 2way-RM ANOVA, interaction time x treatment, p<0.0001, Tukey 

post-hoc test: *p<0.05, **p<0.01 significantly different from control (B) Unpaired student 

t-test : *p<0.05, **p<0.01 significantly different from control.   
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Figure 3. Peripheral BH4 injection had no effect on TH, DAT or VMAT2 protein 

expression in the striatum 

(A) Representative Western blots from NAcc protein extracts measured 3 hours after 

control (CTL ; n=5) or BH4 (50mg/kg ; BH4 ; n=5) i.p. injection. (B) Densitometric 

analysis of tyrosine hydroxylase (TH), (C) vesicular monoamine transporter (VMAT2) and 

(D) DA transporter (DAT) Western blots normalized to GAPDH. Data are expressed as 

mean ± SEM. Statistical analysis: Mann–Whitney U test, all p=n.s.  
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Figure 4. Peripheral BH4 injection had no effect on motivation 

(A-C) Results for total lever presses (A), session duration (B) and lever presses before cut-

off (C) measured in PRx2 session (60 min), 3 hours after control (n=11) or BH4 injection 

(50 mg/kg; n=12). Data are expressed as mean ± SEM. Statistical analysis: unpaired t-test, 

all p=n.s. 
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Figure 5. Peripheral BH4 injection increased motivation under AMPH challenge 

(A, B, C) Results for total lever presses (A), session duration (B) and lever presses before 

cut-off (C) measured in PRx2 session (90 min) under saline or AMPH challenge (0.5 

mg/kg), 3 hours after control (n=11) or BH4 injection (50 mg/kg; n=12). (D, E) Results for 

cumulative lever presses during PRx2 session (90 min) in control and BH4 treated mice, 

under (D) saline (SAL) or (E) amphetamine (AMPH) challenge (0.5 mg/kg). (F, G) Results 

for vigor response as a function of press requirement during PRx2 session (90 min) in 

control and BH4 treated mice, under (F) SAL or (G) AMPH challenge (0.5 mg/kg). Data 

are expressed as means ± sem. Statistical analysis: (A-C) 2-way ANOVA, interaction 

treatment x session, Tukey post-hoc test **p<0.01 BH4-SAL vs. BH4-AMPH significantly 

different. (D-E) 2-way RM-ANOVA, interaction time x treatment p<0.0001 (F-G) 2-way 

RM-ANOVA, all p=n.s. 
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CHAPITRE 3 : EFFETS DE L’ADMINISTRATION DE 
TÉTRAHYDROBIOPTÉRINE SUR LA 
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Résumé 

Des symptômes motivationnels et moteurs, tels que l‟apathie et la fatigue, sont observés 

dans de nombreuses pathologies neuropsychiatriques. Ces déficits sont reliés à des 

perturbations dopaminergiques, en particulier dans le système mésolimbique, mais leur 

étiologie reste partiellement indéterminée. La neuroinflammation est l‟un des mécanismes 

participant à ces perturbations dopaminergiques et motivationnelles. En particulier, de 

récentes études chez l‟Homme et l‟animal ont montré que la neuroinflammation pouvait 

perturber la synthèse de la dopamine (DA). La tétrahydrobioptérine (BH4), qui est le 

cofacteur essentiel pour l‟activité de la tyrosine hydroxylase (TH), l‟enzyme limitante dans 

la synthèse de la DA, semble également être diminuée en situation inflammatoire. Nous 

avons donc postulé que les symptômes motivationnels et dopaminergiques induits par 

l‟inflammation étaient reliés à une diminution de BH4. Dans cette étude, nous avons 

examiné l‟effet d‟une administration de BH4 sur les perturbations comportementales 

induites par l‟inflammation dans un modèle murin d‟inflammation aigüe. Les souris ont 

reçu une injection d‟endotoxine bactérienne (lipopolysacharide, LPS) à la dose de 830 

µg/kg connue pour induire une neuroinflammation, une diminution de la motivation et des 

comportements de type-dépressifs perdurant 24 heures après l‟injection. Les souris ont 

ensuite été injectées avec de la BH4 (50 mg/kg), 21 heures après le challenge immunitaire 

au LPS. Les niveaux cérébraux de BH4 et de cytokines pro-inflammatoires ainsi que les 

meures comportementales ont été réalisées 3 heures après l‟injection de BH4, soit 24 après 

l‟injection de LPS. Nos résultats montrent que l‟administration périphérique de BH4 

diminue de façon significative l‟expression des cytokines pro-inflammatoires en réponse au 

LPS sans modifier le comportement des animaux. Malgré une neuroinflammation 

persistante, les animaux ayant reçu le LPS ne montrent ni déficits motivationnels en 

conditionnement opérant ni de symptômes de type dépressifs mesurés par le test de 

suspension par la queue et la consommation de sucrose. En revanche, ils présentent une 

hypolocomotion résiduelle de l‟état de maladie, non réversée par la BH4. Dans leur 

ensemble, ces résultats démontrent que la BH4 a des propriétés anti-inflammatoires et peut 

favoriser la résolution de l‟inflammation. La modulation par la supplémentation en BH4 

des effets comportementaux induits par l‟inflammation reste néanmoins à explorer, 

notamment à travers une situation de neuroinflammation chronique.  
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ABSTRACT 

Motivational and motor symptoms, such as apathy and fatigue, are commonly observed in 

numerous neuropsychiatric disorders. These deficits are related to dopaminergic 

disturbances, especially in mesolimbic dopaminergic system but their etiology is not totally 

elucidated. Neuroinflammation had been proposed to participate to dopaminergic and 

motivational disturbances. Especially, recent studies had demonstrated that 

neuroinflammation could affect dopamine (DA) synthesis. Tetrahydrobiopterin (BH4) 

which is the essential cofactor for the activity of the tyrosine hydroxylase, the rate-limiting 

enzyme for DA synthesis, has been reported to be decreased during inflammatory 

conditions. Thus, we hypothesized that DA and motivational disturbances in inflammatory 

state are linked to decreased BH4. Here, we investigated whether BH4 administration could 

reverse inflammatory-related behavioral disturbances in an acute inflammatory mice model. 

Mice were injected with bacterial endotoxin (lipopolysacharide, LPS) at the dose of 830 

µg/kg. This dose is known to induce neuroinflammation, decreased motivation and 

depressive-like behaviors which persist 24 hours after LPS challenge. Then mice were 

injected with BH4 (50 mg/kg) 21 hours after LPS immune challenge. BH4 cerebral levels, 

pro-inflammatory cytokines and behavioral assessments were performed 3 hours after BH4 

injection (i.e. 24 hours after LPS injection). We showed that BH4 injection significantly 

decreased LPS-induced pro-inflammatory cytokines expression in the brain but we did not 

observed any effects of BH4 on behavior. However, despites a persistent 

neuroinflamamtion, LPS injected mice displayed neither motivational disturbance as 

observed in an operant conditioning paradigm nor depressive like behavior assessed by tail 

suspension test and sucrose consumption. Fuerthermore, mice showed residual 

hypolocomotion of the disease state, which is not reversed by BH4. Overall, these results 

demonstrate that BH4 presents anti-inflammatory properties and may promote the 

resolution of inflammation. Nevertheless, the modulation of behavioral effects induced by 

inflammation by BH4 supplementation remains to be explored, in a chronic 

neuroinflammation situation for exemple. 
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For details concerning material and methods see Fanet et al 2018 

Results for cerebral BH4 levels are partially those presented in Fanet et al 2018 (Fig1) 
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INTRODUCTION 

Dopaminergic related symptoms such as apathy, motor slowing, deficits in reward and 

motivational processes are observed in numerous neuropsychiatric diseases including major 

depressive disorders, schizophrenia, bipolar disorders, Parkinson‟s disease and Alzheimer‟s 

disease [1–6]. These deficits are difficult to treat mainly because their etiology is 

multifactorial and not totally elucidated. Neuroinflammation appears today to be a key 

pivotal factor in psychopathology [7–10]. Indeed, neuroinflammation had been shown to 

affect dopaminergic system and related behavior such as motivation and motor fonctions 

[6,8]. Clinical studies reveal some functional alterations of the dopaminergic reward system 

including the nucleus accumbens (NAcc) in association with impairment in motivation and 

motor slowing [11–14]. Pro-inflammatory cytokines administration also induced a decrease 

in goal-directed behaviors measured in an operant-conditioning task in mice [15,16] which 

is accompanied with a decrease of DA release in NAcc [16]. Indeed, numerous preclinical 

studies show changes in brain dopamine, and/or metabolite levels after acute and chronic 

immune stimulations [16–19] and decreased dopamine release have been confirmed using 

microdialysis in monkeys and mice under chronic inflammatory conditions [8,20,21]. 

These effects could be explained by a decreased DA synthesis induced by 

neuroinflammation [11,20]. 

Injection of lipopolysaccharide (LPS), an endotoxin from the outer membrane of bacteria, 

is a recognized model of acute neuroinflammation [22]. LPS had been show to induced pro-

inflammatory cytokines brain expression, microglial activation and sickness behavior. LPS 

injection is also used to study depressive-like behaviors which are defined by the 

occurrence of despair and anhedonia while sickness behaviors (i.e. food and water 

consumption, fever and locomotor slowing) were no longer observed [23,24]. Behavioral 
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disturbances observed in the late-phase are non-consistent but included increased 

immobility in tail suspension and forced swim tests (often refers as despair), altered sucrose 

preference (often refers as anhedonia) [24,25], decreased motivation without reduction of 

reward sensitivity [26,27] and decreased sucrose intake but preserved condition place 

preference [28,29].  

Tetrahydrobiopterin (BH4) is the absolute required cofactor for DA synthesis. The rate-

limiting enzyme, GCH1, for BH4 synthesis is the target of pro-inflammatory cytokines that 

induce its expression and activity [30,31]. Interestingly, it has been shown that BH4 levels 

seems to be decreased during inflammatory conditions [13,32] and two case reports shown 

that BH4 treatment ameliorates depressive and motor symptoms [33,34]. We previously 

demonstrated that an acute peripheral injection of BH4 was able to increase DA release and 

motivated behaviors in healthy mice (Fanet et al. 2018, In prep.). However, the effects of 

BH4 supply on inflammation-induced disturbances remains unknown. Based on these data, 

BH4 is emerging as an important regulator in a number of pathologies and symptoms 

associated with over-production of inflammatory mediators and hence a more detailed 

understanding of this pathway is necessary.  

In order to assess the potent beneficial effect of BH4 on inflammatory-induced behavioral 

alterations, we used an LPS-induced inflammatory model. We used the dose of 830 µg/kg 

which is known to induce a strong inflammatory response from 2 to 6 hours post-injection 

and a sustained neuroinflammation still detectable 24 hours after LPS challenge [24]. BH4 

(50 mg/kg i.p.) was supplied during the resolution phase of inflammatory response, 21 

hours after LPS injection. We measured changes in cerebral biopterin levels and pro-
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inflammatory cytokines expression and we performed a characterization of hedonic, 

motivated, locomotor and depressive-like behaviors. 
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METHODS 

1. Animals 

Male C57BL/6 J mice (Robert Janvier, Le Genest St-Isle, France) arrived at the age of 7–10 

weeks and were socially housed; five mice per cage on a 12:12 LD cycle (8:00 on). Food 

and water were available ad libitum. Mice had two weeks to acclimate to their new 

environment.  

2. Treatments 

LPS challenge. Mice received an intraperitoneally (i.p.) injection of either sterile saline 

solution (control solution) or lipopolysaccharide (LPS) at the dose of 830 µg/kg (E.coli, 

serotype 0127:B8, Sigma Aldrich, Lyon) in order to induce neuroinflammation (Frenois et 

al. 2007). Measures were realized 24 h after LPS injection.  

BH4 treatment. BH4 stock solution was prepared by dissolving 1 g of (6R,S)-5,6,7,8-

Tetrahydro-L-biopterin dihydrochloride (Schricks laboratories, Switzerland) in 10 mL of 

0.1 M HCl and stored at -80°C until use. BH4 stock solution was dissolved in saline 

solution to 50 mg/kg, and injected i.p. 3h before sacrifice, i.e., 21h after the NaCl or the 

LPS injection.  

Mice were killed by decapitation under light anesthesia using isoflurane and the brains 

were rapidly removed on ice or dissected and immediately frozen (see Fig1 for schedule). 

Amphetamine challenge. Amphetamine (Sigma, France) (AMPH) was dissolved in saline 

solution and injected at 3 mg/kg i.p.  
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3. Biochemical measurements 

Biopterin measurements 

Each cerebral hemisphere was homogenized in formic acid 0.1 M at 4°C, centrifuged (10 

min x 12 000 rpm at 4°C) and then supernatant was stored at -80°C. The day of analysis, 50 

µl of the supernatant were diluted in the mobile phase (50/50, v/v) and filtered in a 5,000 

MWCO PES Vivaspin 500 filter (Sartorius, France). After injection of 50 µl of the 

resulting filtrate into the chromatograph, the pterins were detected and quantified as 

previously described (Guibal et al. 2014). 

Real-time quantitative PCR 

Total RNA was extracted from striatum using Trizol method (Invitrogen, Live 

technologies). Two micrograms of RNA were reverse transcribed in cDNA (L-MLV RT 

Kit, Invitrogen, Life technologies). 40 nanograms of the resulting cDNA were deposed in 

duplicate and gene expressions were measured using the Taqman Universal PCR Master 

Mix (Applied Biosystems) and appropriate FAM-labeled Taqman primers as previously 

described (Fanet 2018). Data were analyzed using the comparative threshold cycle and 

results are expressed as relative fold change with GAPDH as a house keeping gene.  

4. Behavioral measures 

Tail suspension test (TST) 

The TST was performed as previously described (André 2014, Moreau 2008). Mice were 

fixed by the tail to a horizontal ring stand bar placed 30 cm above the floor. Immobility 

time (complete motionless) was recorded during 6 minutes using Smart software 

(Imetronic). 
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Sucrose consumption and anhedonia: Lickometer testing 

The methods were adapted from Ducrocq et al 2018 (in press): a home-made lickometer 

was used to record the licking microstructures in response to a palatable solution. The 

lickometer consisted of a testing chamber (20 cm wide, 30 cm deep, 15 cm tall), a bottle 

containing solution connected to a dedicated computer (with software that recorded the 

precise timing of each lick). All licks were recorded, and the short response latency 

provided a precise measure of the onset and offset of licks. Before testing, mice were first 

habituated to the experimental chamber for 2 days with free access to water during a 30 

min-session. On the testing day, water was replaced by 3% sucrose solution and each 

mouse was placed individually in the chamber for 30 min during which the number of licks, 

bursts and licks per burst were recorded (a burst is defined by an interlick interval lower 

than 0.25 seconds between each licks that compose it [36]). Sucrose intake was also 

measured during all sessions.   

Locomotion 

Locomotor activity was recorded in individual locomotor chambers (11x14x19cm) without 

access to food and water. Locomotor activity was recorded by tracking (Noldus, Imetronic). 

Mice were placed in chambers 3 hours after control solution or BH4 injection and 

locomotion was recording during 30 minutes. Then mice received i.p. injection of saline or 

AMPH (3mg/kg) injections and locomotion in response to AMPH was monitored during 1 

hours.   

Operant conditioning 

Motivation was evaluated using operant chambers (Imetronic, Pessac, France). Mice were 

submitted to food restriction (80-90% of body weight) and habituated to the apparatus as 

previously described (Fanet 2018). Mice were injected i.p. with LPS or saline 24h before 
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testing and then with BH4 (50 mg/kg) or control solution 3 hours before PRx2 testing. The 

following parameters were assessed in PRx2: (A) the total lever presses representing the 

willingness of mice to obtain rewards during the entire session; (B) the session duration as 

the time within animal pressed lever before reaching the cut-off (breaking point) defined as 

3 minutes without reinforced lever presses; (C) the lever presses before cut-off (CO) which 

represents the amount of effort mice were willing to expend before abandoning.   

5. Statistical analysis 

Data are reported as means ± SEM. 2-way ANOVA were used for comparisons of the four 

groups with BH4 treatment and LPS injection as main effect. Repeated measures were 

analysed using three-way ANOVA, with time as a within-subject repeated factor. All pos- 

hoc comparisons were made using the Tukey test. A log-rank (Mantel-Cox) test was used 

to analyze survival curve. Statistical analyses were done using GraphPad Prism 7 

Softwares. Differences were considered significant when p<0.05. Statistics and the number 

of mice per group are indicated in each figure.  

6. Study approval 

All animal care and experimental procedures followed ethical protocols in accordance with 

the INRA Quality Reference System and to relevant French (Directive 87/148, Ministère de 

l‟Agriculture et de la Pêche) and European (Directive 86/609/EEC) legislation. They were 

approved by the Region Aquitaine Veterinary Services (Direction Départementale de la 

Protection des Animaux, approval ID: A33-063-920) and by the ethics committee of animal 

experimentation of Bordeaux (seisin N° 5012047-A).  
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RESULTS 

1. LPS challenge had no effect on cerebral BH4 increase induced by BH4 

administration 

We measured BH4 cerebral level 3 hours after BH4 injection and /or 21 hours after LPS 

injection (Experimental design, Fig 1). Peripheral BH4 administration increased BH4 and 

BH2 cerebral levels (Fig 2A) (2way ANOVA, BH4 effect p<0.0001). However, we did not 

observe any effects of LPS on BH4 or BH2 brain levels, 24h after challenge (Fig 2A) 

(2way ANOVA, LPS effect p=ns).   

 

2. Peripheral BH4 administration decreased cerebral pro-inflammatory 

cytokines expression induced by LPS challenge. 

We next investigate the effects of BH4 and LPS on the cerebral expression of 3 majors pro-

inflammatory cytokines: interleukine-1β (IL-1β), tumor-necrosis factor α (TNF-α) and 

interleukine-6 (IL-6) throughout measure of mRNA expression in striatum by RT-qPCR. 

As previously shown in hippocampus [37], IL-1β and TNF-α remained elevated in striatum 

24h after LPS challenge, illustrating that neuroinflammation persists (Fig2B) (2way 

ANOVA, interaction LPS x BH4, Tukey  Ctl vs LPS p<0.001, Ctl vs L+B p<0.05). 

However, BH4 injected mice exhibit a significant decrease in LPS-induced IL-1β and TNF-

α expression compared to the LPS group (Tukey, LPS vs L+B, p<0.001). IL-6, an early 

pro-inflammatory cytokine that is already down-regulated at 24h, was not affected by BH4 

administration (2way ANOVA, all p=ns). Furthermore, there was no change in the three 

cytokines expression 3h after BH4 administration in groups which did not receive the LPS 

injection. 
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3. LPS challenge and BH4 administration had no effect depressive-like behaviors  

Depressive-like behaviors were assessed using the TST and the measure of sucrose 

consumption during 30 minutes. We also analyzed micro licking pattern during sucrose 

consumption as a reflect of hedonic behavior [38]. Surprisingly, neither LPS nor BH4 had 

an effect on the total immobility time on mice during the TST (Fig 3A) (2way ANOVA, all 

p=ns). Similarly, LPS and BH4 injections did not affect sucrose consumption (Fig 3B). 

However, we observed a significant decrease of the number of lick per burst (burst length) 

24h after LPS injection (Fig 3C) reflecting anhedonia which is not reversed by BH4 (2way 

ANOVA, LPS effect p<0.05, BH4 effect p=ns).  

 

4. LPS challenge and BH4 administration did not affect goal-directed behaviors 

We next investigated the effect of LPS challenge and BH4 administration on motivation 

during a progressive-ratio task (PRx2) in operant conditioning (Fig 4). LPS and BH4 

injections had no effect on the total lever presses (Fig 4A), the lever presses accomplished 

before cut-off (Fig 4B) and the session duration (Fig 4C) (2way ANOVA, all p=ns).  

 

5. LPS challenge decreased locomotor activity 

We next measured the spontaneous and AMPH-induced locomotor activity of mice (Fig 5). 

We observed that LPS challenge induced hypolocomotion (Fig A) (3way RM ANOVA, 

interaction time x BH4 x LPS, Tukey post-hoc, for all time point Ctl vs LPS or L+B, 

p<0.05) with a significant decrease of spontaneous locomotion (Fig 5B) (2way ANOVA, 

LPS effect p<0.001, BH4 effect p=ns) and AMPH-induced locomotion (Fig 5A) (2way 

ANOVA, LPS effect p<0.001, BH4 effect p=ns) which are not reversed by BH4 injection. 
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BH4 did not affect spontaneous locomotion but decreased locomotor activity in response to 

AMPH (Fig 5A) (3way RM ANOVA, interaction time x BH4 x LPS, Tukey post-hoc for 

t=50 to 95 min, Ctl vs BH4, p<0.05). 
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DISCUSSION 

In this study, we explored the effects of BH4 supply on the neurochemical and behavioral 

effects induced induced by LPS injection. Our major finding is that peripheral BH4 

injection is able to damp cerebral pro-inflammatory cytokines gene expressions after an 

LPS challenge. However, this reduced neuroinflammation was not supported by behavioral 

ameliorations.  

1. BH4 decreased pro-inflammatory cytokines expression   

Our results showed that the BH4 administration reduced the pro-inflammatory cytokines 

expression induced by LPS challenge. Such a down-modulation of pro-inflammatory 

cytokines has been described after BH4 treatment in murine model of vascular dysfunctions 

[39,40]. Furthermore, genetic or pharmacologic down-regulation of BH4 exacerbates 

immune response in various inflammatory models [41–43]. Inflammation and oxidative 

stress are strongly linked and are reinforcing each other. BH4 anti-inflammatory properties 

are probably mediated, at least in part, by redox regulation [41,44,45]. Indeed, BH4 is also 

the essential cofactor for nitric oxide synthases (NOS) ensuring their functions and 

dimerizations [31]. Decreased BH4 levels lead to nitric oxide synthases (NOS) uncoupling 

and reactive oxygen species (ROS) generation [45,46]. Reciprocally, BH4 supplementation 

restores NOS coupling and decreases ROS production [44,47,48]. Genetic GCH1 deletion 

in macrophage leads NOS uncoupling and ROS production after an inflammatory 

stimulation but also decreases NRF2 related gene expression [41]. NRF2 regulates the 

expression of antioxidant and anti-inflammatory proteins protecting cell against oxidative 

damage [49]. Thus, BH4 anti-inflammatory properties could also be linked to a stimulation 

of the NRF2 pathway.  
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2. Reduced neuroinflammation is not supported by behavioral ameliorations  

In the present study, we did not observe behavioral ameliorations related to BH4 injection. 

However, we did not report clear depressive-like behaviors induced by LPS injection. 

Numerous studies have shown that an acute administration of LPS in mice induced 

depressive-like behaviors characterized by increased immobility in both TST and FST and 

decreased sucrose intake and/or preference (anhedonia) [23,24,50,51]. Here we observed an 

indication of anhedonia with a decrease of burst length during sucrose consumption [38] 

without change of total consumption. However, we did not observe an increased immobility 

in the TST. Importantly, one important feature for the observation of depressive-like 

behaviors is the absence of sickness behaviors and locomotor disturbances at the time-point 

of 24h post-LPS challenge [23,24]. In our study, we observed an important decreased of 

spontaneous and AMPH-induced locomotion, perhaps indicating that sickness behavior is 

not resolved at time of observation. Others studies reported the same results, in particular 

Biesman et al. had performed an important characterization of LPS-induced behavioral 

changes at different doses and time-points and reports long-lasting hypolocomotor activity 

[52]. Decrease of spontaneous and AMPH-induced locomotor activity induced by LPS 

could be related to dopaminergic disturbances. Indeed, locomotor activity is strongly linked 

to the modulation of basal ganglia by dopaminergic projection from substantia nigra on 

striatum. However, we did not observe any effect of LPS on operant conditioning task, a 

highly dopamine-dependent behavior [6]. The effects of LPS on goal directed behavior is 

poorly studied, but it has been shown that LPS and pro-inflammatory cytokines decreased 

progressive ratio performance [15,16,28]. Two studies have tested the effect LPS 

(330µg/kg) on motivated behavior and reported a reduction of the total effort to obtain 

reward without decrease in reward sensitivity in a concurrent choice paradigm 24 hours 
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after the immune challenge (Vichaya 2014). Here we observed contradictory results, with a 

decrease of hedonic response but not alteration in an operant task.  

In this study, we demonstrate that BH4 had anti-inflammatory properties and decreases pro-

inflammatory expression after an LPS challenge. However, the lack of motivational 

alterations and depressive like behavior induced by LPS prevents from concluding whether 

BH4 could counteract inflammatory-induced behavioral disturbances.  
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Figure 1. Experimental design of the study. Mice received an LPS injection (830µg/kg) 

or a saline injection at the beginning of the experiment (T0). Twenty one hours after, half of 

the mice received BH4 injection (50mg/kg) and the other half a control injection.  
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Figure 2. Effect of BH4 on biopterins levels and pro-inflammatory cytokines mRNA 

expression in the striatum of mice challenged with LPS. (A) BH4, BH2 and total 

biopterin (BH4+BH2) cerebral contents were measured 3 hours after control (CTL ; n=7) or 

BH4 (50mg/kg ; BH4 ; n=8) i.p. injection, or 24h after LPS injection (830 mg / kg) 

combined with (LPS + BH4, n=8) or without (LPS; n = 8) a BH4 injection (50 mg / kg) 3h 

before sacrifice. (B) Real-time PCR was performed to determine relative gene expressions 

of interleukin-1beta (IL-1b), tumor necrosis alpha (TNFa) and interleukin-6 (IL-6). Data 

(means ±  SEM) were analyzed by 2-way ANOVA. *p<0.05; ***p<0.001 vs. Ctl, # # # 

p<0.001 LPS vs. LPS + BH4. 
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Figure 3. Effect of BH4 on depressive-like behaviors in mice challenged with LPS 24h 

before. (A) Immobility during the TST (B) sucrose intake during 30 min and (C) burst size 

measure as a reflect of hedonic behavior during sucrose consumption were measured 3 

hours after control (CTL ; n=7) or BH4 (50 mg/kg ; BH4 ; n=8) i.p. injection, or 24h after 

LPS injection (830 mg / kg) combined with (LPS + BH4, n=8) or without (LPS; n = 8) a 

BH4 injection (50 mg / kg) 3h before sacrifice. Data (means ± SEM) were analyzed by 2-

way ANOVA. * p<0.05 LPS effect. 
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Figure 4. Effect of BH4 on goal directed behavior measured in mice challenged with 

LPS 24h before. Motivation was measured in a progressive ratio task (Prx2, 60 min) 3 

hours after control (CTL ; n=8) or BH4 (50mg/kg ; BH4 ; n=8) i.p. injection, or 24h after 

LPS injection (830 mg / kg) combined with (LPS + BH4, n=8) or without (LPS; n = 8) a 

BH4 injection (50 mg / kg) 3h before sacrifice. Results are presented for (A) total lever 

presses during the 1h-session, (B) lever presses reached before cut-off, (C) session 

duration. Data (means ± SEM) were analyzed by 2-way ANOVA.  
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Figure 4. LPS decreased spontaneous and AMPH-induced locomotion whereas BH4 

only decreased AMPH-induced locomotion. Spontaneous and AMPH-induced (3mg/kg) 

locomotion were recorded 3 hours after control (CTL ; n=7) or BH4 (50mg/kg ; BH4 ; n=8) 

injection or 24h after LPS injection only (LPS , n=8) or a LPS injection followed by a BH4 

injection 21h later (L+B, n=8). Data are expressed as mean ± SEM. 3way-RM ANOVA 

was performed to analyzed time, BH4 and LPS effects. Interaction time x BH4 x LPS 

p<0.0001. Tuckey post-hoc analysis of BH4 and LPS was performed # # p<0.01, Tuckey 

post-hoc analysis among time are represented on the top of the curves. 2way ANOVA was 

performed to analyze LPS and BH4 effects for the analyze of the total distance. LPS effect 

*** p<0.001 
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Résumé 

La maladie d‟Alzheimer est une pathologie multifactorielle avec des composantes 

vasculaires, oxydative, inflammatoires et métabolique. Des traitements ciblant plusieurs 

voies semblent donc nécessaires pour le traitement de cette maladie. La 

tétrahydrobioptérine (BH4) est un cofacteur enzymatique requis pour la synthèse des 

monoamines et d‟oxyde nitrique. Elle a également des propriétés anti-inflammatoires et 

antioxydatives. Des études post-mortem suggèrent que les niveaux de BH4 sont diminués 

chez les patients souffrants de la maladie d‟Alzheimer. Mais, malgré son rôle crucial dans 

système nerveux central, le potentiel de la BH4 comme traitement pour la maladie 

d‟Alzheimer n‟a jamais été exploré. Dans cette étude, nous avons examiné si une 

administration périphérique de BH4 pouvait améliorer les symptômes cognitifs et 

neuropathologiques dans la souris 3xTg-AD, un modèle murin exprimant les pathologies 

amyloide et tau  et des altérations mnésiques et comportementales avec l‟âge. Des souris 

non-transgéniques contrôles et 3xTg-AD ont été mises sous diète contrôle (5%) ou 

hyperlipidique (35%) de 6 à 13 mois afin d‟induire des désordres métaboliques et 

inflammatoires. Puis, les souris ont reçu un traitement de dix jours de BH4 (15 mg/kg, 

intra-péritonéal) ou de solution contrôle. L‟administration chronique de BH4 a permis 

d‟abolir les déficits mnésiques observés chez les souris transgéniques de 13 mois dans le 

test de reconnaissance d‟objet. Le traitement en BH4 a également diminué l‟expression 

cérébrale de la cytokine pro-inflammatoire IL-1β chez les souris 3xTg-AD sous diète 

contrôle. De plus, l‟intolérance au glucose induite par la diète hyperlipidique chez les souris 

3xTg-AD a été considérablement améliorée par le traitement au BH4. En revanche, 

l‟administration de BH4 n‟a pas réduit les pathologies β-amyloïde et tau dans l‟hippocampe 

et n‟a pas non plus induit de modification des niveaux de monoamines et de NO cérébraux. 

Ensemble, ces données montrent que la supplémentation en BH4 permet de rétablir la 

mémoire de reconnaissance d‟objet et d‟améliorer les statuts métabolique et inflammatoire 

suggérant un potentiel thérapeutique de la BH4 indépendamment des marqueurs classiques 

de la maladie d‟Alzheimer.  
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ABSTRACT 

Alzheimer‟s disease (AD) is a multifactorial pathology including vascular, oxidative, 

inflammatory and metabolic deregulations.  Thus, multi-target treatments may be necessary 

to effectively cure AD. Tetrahydrobiopterin (BH4) is an enzymatic cofactor required for the 

synthesis of monoamine and nitric oxide (NO) that also exerts strong antioxidant and anti-

inflammatory effects. Post-mortem datas suggested a reduction in cerebral BH4 levels in 

AD patient. However, despite its crucial role in the CNS, the potential of BH4 as a 

treatment in AD has never been explored. Here, we investigated whether BH4 peripheral 

administration ameliorates cognitive symptoms and AD neuropathology in 3xTg-AD mice, 

a model of age-related tau and Aβ neuropathologies associated with behavior impairment. 

Non-transgenic (NonTg) and 3xTg-AD mice were subjected to a high-fat diet (35% fat - 

HFD) or control diet (5% fat – CD) from 6 to 13 months in order to induce inflammatory 

and metabolic disorders. Then, mice received either a daily BH4 (15 mg/kg/day, i.p.) or 

control solution for ten days. Results showed that chronic administration of BH4 rescued 

memory impairment in 13-month-old 3xTg-AD mice as determined using the novel object 

recognition test. BH4 treatment led to decreased interleukine-1β cerebral expression. 

Moreover, glucose intolerance induced by HFD in 3xTg-AD mice was completely reversed 

by BH4 treatment. In contrast, BH4 treatment did not reduce amyloid and tau 

neuropathologies in hippocampus and induced no significant change in cerebral content of 

NO and monoamines. Overall, our data show that BH4 supplementation leads to a rescue in 

object recognition memory, to decrease in cerebral IL-1β expression and improves 

peripheral glucose metabolism, suggesting a potential benefit against AD cognitive 

symptoms, without affecting AD classical neuropathology. 
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INTRODUCTION 

Alzheimer‟s disease (AD) is the most common form of dementia. So far, there is no 

treatment able to prevent or stop the progression of the disease. AD is characterized by a 

cognitive decline, hyperphosphorylated tau aggregated into neurofibrillary tangles and the 

accumulation of amyloid-β (Aβ) into senile plaques. Beside these canonical hallmarks, AD 

also involves defective monoamine neurotransmission [1,2], neuroinflammation [3–5], 

vascular impairment [6] and oxidative damage [7]. While the exact causes for the 

development of sporadic AD remain unknown, numerous risk factors have been identified 

such as age, ApoE4 carriage and cardiovascular pathologies. More recently, obesity, 

diabetes and metabolic syndrome have been added to the list of key risks factors of AD 

[8,9]. Indeed, these metabolic disturbances lead to increased neuroinflammation and 

oxidative stress but also alterations in neuronal activity and vascular function associated 

with cognitive decline [10,11]. Neuroinflammation and oxidative stress had long been 

associated with AD neuropathology and emerging evidence suggest these alterations may 

play a key role the relationship between metabolic disorders and AD [5,9]. In light of these 

observations, the paradigm “one-drug-one-target” had been challenged and a more holistic 

approach has emerged [12,13]. Overall, there is growing recognition that AD is a 

multifactorial disease and that multi-target treatments allowing the modulation of the 

multiple defects observed in AD are needed [14,15]. 

Tetrahydrobiopterin (BH4) is mostly known as the main enzymatic cofactor required for 

the synthesis of serotonin (5-HT), dopamine (DA) and nitric oxide (NO). BH4 is 

synthetized by all cells from GTP and is easily oxidized in BH2, its inactive form [16]. 

However, BH4 plays other crucial roles in the CNS. For example, BH4 has antioxidant 
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properties at the cellular level [17] by regulating the redox function of endothelial NO 

synthase (eNOS) [18] and scavenging oxygen radicals [19]. Interestingly, BH4 and its 

metabolites (BH2 and other oxydized biopterin) have been shown to be decreased in the 

elderly and in AD patients [20,21] in plasma [22], cerebrospinal fluid (CSF) [22,23] and 

temporal lobe [24]. Using enzymatic assays in temporal lobe samples, Barford and 

colleagues [24] showed that AD patients have impaired ability to synthesize BH4. 

Furthermore, neopterin, a BH4 derivative produced in inflammatory conditions, is 

increased in the plasma of AD patients and correlates with cognitive decline [25–27]. In 

vivo evidence in Tg2576 mice (overexpressing mutated human APP) suggests that Aβ 

peptides induce increased production of superoxide anion leading to BH4 oxidation in BH2 

[28]. Conversely, genetic increase of BH4 synthesis in endothelial cell of ApoE-knockout 

mice reduces vascular oxidative stress and restores NO signaling [29]. Interestingly, BH4 

could also improve peripheral metabolic disorder associated with AD such as glucose 

intolerance and insulin resistance. Indeed, studies in diabetic mice model demonstrated that 

BH4 had a critical role in glucose downregulation through a suppression of hepatic 

gluconeogenesis [30]. Furthermore more BH4 increases insulin sensitivity in both diabetic 

human and mice [30,31]. Overall, these studies suggest that BH4 may act on several key 

aspects of AD pathogenesis. However, the potential of BH4 to treat AD has never been 

studied.  

The triple-transgenic mouse model of AD (3xTg-AD) develops memory deficits and the 

two main neuropathological markers of the disease, namely amyloid plaques and 

neurofibrillary tangles, while aging [32,33]. High-fat diet (HFD) further increases 

neuropathologies [34–36] and accelerates cognitive impairment [34,37,38] in these mice  
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and other AD mouse models [39–42], although some studies showed no changes [37,43]. 

Several mechanisms have been proposed including insulin-signaling dysregulations [34], 

increased oxidative stress [38,42] and inflammation [44]. Conversely, metabolic 

improvements lead to decreased amyloid and tau pathologies [34]. Thus, given the ability 

of BH4 to regulate metabolism, oxidative stress and inflammation, BH4 could be very 

effective to treat the HFD-induced increase in AD-like neuropathologies.  

We hypothesized that BH4 supplementation could ameliorate memory impairment in 3xTg-

AD mice through its action on the different pathways (i.e. neuroinflammation, metabolic 

disorders, and oxidative stress) that are affected in AD. In order to exacerbate metabolic, 

inflammatory and oxidative disturbances in 3xTg-AD mice, animals were first fed either a 

HFD or a control diet from the age of 6 months. Then, at 13 months, mice were injected 

daily during ten days with either BH4 (15 mg/kg) or a control solution. The main objective 

of this study was to determine the effect of BH4 supplementation on cognitive impairment, 

cerebral neuropathologies and HFD-induced impairment in the 3xTg-AD mouse model. 
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METHODS 

1. Animals 

The Laval University committee and the institutional committee of the Centre Hospitalier 

de Laval approved all experiments conducted. All animal care and experimental procedures 

followed ethical protocols of the Canadian Council on Animal Care. Triple-transgenic mice 

(APPswe, PSIMI46V, tauP301L) (from Dr LaFerla) [32] were produced in our animal facilities. 

The non-transgenic mice (NonTg), used as a control group, are on the same background as 

transgenic mice (C57BL6/129SvJ). Mice were housed one to five per cage with a 12:12 

hours light-dark cycle (light phase from 7 a.m. to 7 p.m). Animals had access to water and 

diet. At the end of the experiment, mice were killed at the age of 14 months by intracardiac 

perfusion with phosphate saline buffer containing a cocktail of protease inhibitors 

(SIGMAFAST
TM

 Protease Inhibitor Tablets, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and 

phosphatase inhibitors (1 mM sodium pyrophosphate and 50mM sodium floride) under 

deep anesthesia with ketamine/xylazine i.p. (100 mg/kg ketamine, 10 mg/kg xylazine). 

Brain was rapidly dissected, frozen and kept at -80°C until processing. All groups were 

composed of males and females in equal proportion. All mice were randomly assigned to 

diet and treatment groups.   

2. Diets and treatment 

Mice received either a control diet (CD – 12% kCal from fat) or a high-fat diet (60% kCal 

from fat) during 7 months, from the age of 6 months until the end of the experiment (For 

details see [34,35]). The diet was manufactured by Research Diets Inc. (New Brunswick, 

NJ) and is described in detail in Table S1 We used purified diet formulations standardized 
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to ensure consistency and eliminate batch-to-batch variations, containing measured 

concentrations of macronutrients, vitamins and minerals.  

 Mice were injected daily with either a BH4 solution (15mg/kg) or a control solution (0.1 M 

HCl dilute in saline) during 10 days prior sacrifice. The dose of 15mg/kg is in the rank of 

doses used in several clinical trials and animal studies [28,45,46]. The BH4 stock solution 

(100 mg/mL) was prepared by dissolving 1 g of (6R,S)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin 

dihydrochloride (Schricks laboratories) in 10 mL of 0.1 M HCl and stored at -80°C until 

use. Mice were injected at the end of the light phase (5 p.m.).  

3. Behavioral testing 

All behavioral and metabolic testing were performed from day 5 to day 10 of treatment 

with a recovery time of at least 24 hours between tests. All behavioral tests were conducted 

blindly, during the first 4 hours of the light phase. To minimize stress, mice were 

acclimated to the testing room during 12h before the test.  

a. Spontaneous Locomotion 

Spontaneous locomotion was recorded using an open-field apparatus of 10 clear boxes 

(40x40x40cm) [33]. Horizontal locomotor activity was recorded by the interruption of 

crossing photosensitive beams (San Diego Instrument). Mice were placed in the center of 

the open-field and their activity was recorded during one hour.  

b. Recognition memory 

Recognition memory was assessed as previously described [33,34] using the novel object 

recognition test (NOR). During the acquisition phase, mice were placed in a clear box (29.2 

x 19 x 12.7 cm) and allowed to explore two similar objects for 5 min. Mice returned to their 

housing cage for one hour and then mice were presented with a familiar and a novel object 
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(testing phase) in the same box for 5 min. The novel object was randomly placed at the 

exact location of one of the two familiar objects. The recognition index was defined as the 

time exploring the novel object/the total exploration time during the testing phase and 

expressed as a percentage. Thus, a lack of discrimination between the novel and the 

familiar object, i.e. a recognition index of 50%, was interpreted as impaired object 

recognition. Mice showing poor exploration activity (i.e. less than 7 sec/object during the 

acquisition phase and less than 10 sec of total exploration time during the testing phase) 

were excluded from the analysis of the experiment.  

4. Glucose tolerance test 

Mice were individually housed in the testing room and fasted for 6 hours before glucose 

tolerance test (GTT). Mice received an injection of glucose at the beginning of the 

experiment (1g/kg, i.p.). Glycemia was measured at 0, 15, 30, 45, 60, 90 and 120 min in a 

drop of blood from the saphenous vein using a glucometer (OneTouch UltraMini, LifeScan, 

Milpitas, CA).  

5. Protein extraction  

Parieto-temporal cortex and hippocampi were processed by successive centrifugation steps 

as previously described [33,34,47], resulting in a soluble fraction (intra- and extracellular 

TBS-soluble proteins), a detergent-soluble fraction (membrane proteins) and a detergent-

insoluble fraction (aggregated proteins extracted with formic acid). Briefly, tissues were 

homogenized in TBS containing protease inhibitors (Complete
TM

, Roche Diagnostics) and 

phosphatase inhibitors (phosSTOP, Roche Diagnostics), 1mM sodium orthovanate and 

50mM sodium floride. After centrifugation and collection of supernatant, the TBS-

insoluble pellets were sonicated in lysis buffer (150 mM NaCl, 10 mM NaH2PO4, 1 mM 
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EDTA, 1% Triton X-100, 0.5% SDS and 0.5% deoxycholate). After centrigufation, the 

remaining fraction containing insoluble proteins was resuspended in 99% formic acid and 

divided in two parts: one solubilized in 1X Laemmli‟s buffer for Western blotting and the 

other for ELISA in guanidine hydrochloride (5 M in 0.05 M Tris-HCl). Hippocampi were 

processed with detergents from the start, meaning the soluble and membrane fractions were 

in the same fraction.   

6. Western Blot analysis 

Protein concentrations were determined using bicinchonidic acid assay (Pierce). Twenty µL 

of each sample were added in Laemmli‟s loading buffer to obtain a final concentration of 

1.5µg/µL and heated to 70°C for 5 min. A total of 15-22.5 µg of proteins per sample were 

separated by SDS-PAGE and electroblotted onto PVDF membranes (Immobilon, 

Millipore). Membranes were blocked in 0.5% BSA and 5% dry milk in PBS-0.1% tween-

20 and then incubated with primary (listed in Table S2) and secondary (HRP goat anti-

rabbit or goat anti-mouse, 1/50000, Jackson ImmunoResearch) antibodies. Band intensities 

were revealed with Luminata Forte (Millipore) and detected using myECL imager (Thermo 

Fisher Scientific). Quantifications were performed blindly on ImageLab software 

(Millipore), using a background subtraction when necessary.  

7. Amyloid-β measures using ELISA 

Soluble and insoluble Aβ40 and Aβ42 content of parietotemporal cortices were assessed in 

3xTg-AD mice using High Sensitive human β-Amyloid ELISA kits (WAKO) according to 

the manufacturer‟s instructions.  
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8. High-Performance Liquid chromatography  

Striatal monoamines were quantified as previously described [48]. Briefly, striatums were 

homogenized in perchloric acid (0.1 N) on ice, centrifuged (13 000 rpm, 50 min, 4°C) and 

supernatants were collected. Twenty and 40 µL of each sample were injected on an HPLC 

apparatus, as described elsewhere [48]. The mobile phase (8% methanol, 0.4 mM EDTA, 2 

mM NaCl, 0.9 mM octanic sulfonic acid, 55 mM NaH2PO4, pH=2.9) was constantly 

delivered at 1.2mL/min. Concentrations were calculated using injected standards and 

normalized to striatum weight. Striatums that had not been processed properly (weighing 

less than 15 mg or more than 27 mg) were excluded from the analysis.  

9. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)  

RNA from parietotemporal cortices was extracted using RNeasy lipid tissue mini kit 

(Qiagen). Two micrograms of RNA were reverse transcribed in cDNA (High capacity 

cDNA reverse transcription kit, Life technologies). Gene expression was measured using 

80 nanograms of the resulting cDNA in duplicates and appropriate FAM-labeled Taqman 

primers (Taqman gene expression assays, IL1 (Mm00434228_m1), IL6 

(Mm00446190_m1), TNF (Mm00443258_m1), GAPDH (Mm99999915_g1), Life 

technologies). Data were analyzed using the comparative threshold cycle method using 

GAPDH as a housekeeping gene. Results are expressed as relative fold change with 

untreated NonTg CD mice as the control group.  

10. BH4 and BH2 brain levels 

Cerebral hemispheres were homogenized in formic acid 0.1 M at 4°C, centrifuged (10 min 

x 12 000 rpm at 4°C). Fifty µl of the supernatant were diluted in the mobile phase (1/2), 
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filtered in a 5,000-Da MWCO PES Vivaspin 500 filter (Sartorius). After injection of 50 µl 

of the resulting filtrate into the HPLC, the pterins were detected and quantified as 

previously described [49]. 

11. Nitrites/Nitrates  

Nitrites and nitrates were measured as an indication of NO levels in the soluble fraction of 

parietotemporal cortices. Forty µL of each sample were assayed on a nitrate/nitrite 

colorimetric assay kit (Cayman) according manufacturers‟ instructions. 

12. Statistical analysis  

Statistical tests are indicated in each figure and the numbers of mice per group are indicated 

in Table 1. Sex, diet, treatment and genotype effects were tested using multifactorial 

ANOVA for each experiment. Unless a statistical effect of gender, males and females were 

grouped and a multifactorial ANOVA (3-way ANOVA: diet, treatment and genotype 

effects) was performed. Multifactorial ANOVA details and post-hoc test are presented in 

Table S3. For the analysis of the recognition index, normality was assessed using Shapiro-

Wilk test and a t-test versus 50% (i.e. random/no recognition) was performed. For the 

comparison of the exploration times, exploration times of the familiar and novel object 

were compared using the Wilcoxon matched-pairs rank test. For repeated measures, 2-way 

repeated-measures ANOVA (time and groups effects) were performed. Numbers of animals 

per groups are detailed in Table S4. Data are presented as mean ± SEM. All statistical 

analyses were performed using Statistica (Statsoft) and Prism 7 (GraphPad) software. 

Statistical significance was set at p<0.05.  
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RESULTS 

1. BH4 supplementation improves recognition memory in 3xTg-AD mice without 

affecting spontaneous locomotion 

Experimental design is presented in Fig.1.We first evaluated object recognition memory 

after 6 days of BH4 supplementation in 3xTg-AD and NonTg mice using the NOR test 

(Fig. 2A). Diet and treatment did not affect the exploration time during the training phase. 

However, 3xTg-AD mice exhibited a higher total exploration time (44± 2 sec) compared to 

NonTg mice (35±2 sec) (S1A) (genotype effect, p=0.0358). All groups of NonTg mice 

exhibited a recognition index significantly different from 50 %, indicating that all groups of 

control mice performed the test, independently of the diet (Fig. 2B) (see statistical table for 

details, S1B). We confirmed that 3xTg-AD mice fed a CD or a HFD had recognition index 

that did not differ from the threshold of 50%, thus confirming memory impairments. In 

contrast, BH4 supplementation in 3xTg-AD mice under CD and HFD led to higher 

recognition index, indicating that BH4 has rescues memory deficits. Furthermore, 

multifactorial ANOVA revealed that BH4 supplementation led to an increase of the 

recognition index specifically in 3xTg-AD but not in NonTg mice (interaction genotype x 

treatment, p=0.01, 3xTg-AD BH4 vs 3xTg-AD Ctl, p=0.003, Tukey post-hoc test). The 

exploration time spent on the novel object (N) was also significantly higher than 

exploration time of the familiar object (O) in BH4-supplemented 3xTg-AD mice and all 

NonTg (Wilcoxon matched paired rank test, all p>0.05), but not for untreated 3xTg-AD 

mice (Fig 2C). The exploration ratio (i.e. total exploration during testing phase/total 

exploration time during training phase) was higher only in BH4-treated mice under CD, but 

not in those exposed to a HFD (interaction diet x treatment, p=0.0251, BH4 CD vs Ctl CD, 

p=0.0489 Tukey post-hoc test).  
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Similarly to the exploration time during the training phase, spontaneous locomotion in 

open-field was higher in 3xTg-AD compared to NonTg mice but was not affected by 

treatment or diet (genotype effect, p<0.0001). Also, average speed was higher in 3xTg-AD 

mice without any effect of diet or treatment (genotype effect, p<0.0001). 

2. BH4 supplementation had no effect on hippocampal tau and amyloid pathology 

Since the 3xTg-AD mouse model displayed both tau and amyloid pathology [32], we 

investigated whether BH4-induced memory enhancement was linked to an improvement in 

these two main AD neuropathological hallmarks. First, we quantified the total tau protein, 

using an antibody specific for the c-terminal of both the murine endogenous form and the 

human transgenic form, in both cytosolic and insoluble fractions. As tau hyper-

phosphorylation is a key marker of AD, we also quantified levels tau phosphorylated at 

Ser369/Ser404 (PHF1), Thr231 (AT180), Thr181 (AT270), Ser202/Thr205 (AT8) and 

Ser202 (CP13) in soluble and insoluble fractions in the hippocampus (Fig3). As expected, 

3xTg-AD mice displayed greater levels of total and phosphorylated tau in the soluble and 

insoluble fraction than NonTg mice (Fig 3A) (all genotype effect p<0.05, see statistical 

table for details, Table 2). HFD increased AT8 phosphorylation only in 3xTg-AD mice 

(interaction genotype x diet,p=0.0265, 3XTg-AD HFD vs. NonTg CD, p=0.016 and vs. 

NonTg HFD p=0.0002 Tukey post-hoc test). Similarly, total insoluble tau and its 

phosphorylation status (PHF1 and CP13) were increased in 3xTg-AD mice compared to 

NonTg mice without any effects of diet or treatment (Fig 3B) (genotype effect p=0.056 and 

p<0.05 respectively, see statistical table for details,Table 3).   

We next measured soluble and insoluble Aβ40 and Aβ42 levels in the parieto-temporal 

cortex of 3xTg-AD mice (Fig4). As previously described [33], we found that females 

exhibited higher levels of Aβ40 (Fig 4A-B) and Aβ42 (Fig 4C-D) peptides than males mice 
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(all sex effect p<0.01, see Table 2 for details). HFD increased soluble Aβ40 in female 

3xTg-AD mice (females: CD vs HFD, p=0.0111 Tukey post-hoc test). However, BH4 

treatment did not change levels of soluble and insoluble Aβ40 and Aβ42 nor 

insoluble/soluble ratios in cortex (Fig 4E).  

3. BH4 supplementation led to metabolic improvement in 3xTg-AD mice  

To assess whether BH4 beneficial effect on memory could be linked to peripheral 

metabolic improvement, we performed a glucose tolerance test (Fig 5). First, HFD and 

treatment had no effect on glycemia upon time in NonTg mice (Fig5A) (RM-ANOVA, all 

p=ns) nor on AUC (Fig5B) (Multifactorial ANOVA, all p=ns). While BH4 has no effect on 

glucose tolerance in NonTg mice, BH4 treatment restored HFD-induced glucose 

intolerance in 3xTg-AD mice (RM-ANOVA, interaction group x time p<0.0001, * p<0.05 

** p<0.001 vs. All groups; $ p<0.05 $$ p<0.001 $$$ p<0.0001 vs. HFD Clt group, Tukey 

post-hoc test). Furthermore, the analysis of the total response during GTT represented as 

the AUC in 3xTg-AD mice confirms that HFD induced glucose intolerance (p=0.0005) but 

also indicates that BH4 treatment diminished glucose response for both diet (p=0.0233). 

4. BH4 supplementation decreases IL-1ß cytokine expression in cortex of both NonTg 

and 3xTg-AD mice fed a CD 

Given the importance of neuroinflammation in AD etiopathology [5,50] and because BH4 

was shown to exhibit anti-inflammatory properties [51,52], we next investigated the gene 

expression of major pro-inflammatory cytokines in the parieto-temporal cortex of mice (Fig 

6). Interestingly, BH4 treatment significantly decreased IL-1β expression in the cortex of 

both NonTg and 3xTg-AD mice fed a CD (interaction diet x treatment, p=0.003). However, 

BH4 has no effect on IL-6 and TNF-α, that were lower in 3xTg-AD mice compared to 

NonTg mice (genotype effect, p=0.0031 and p=0.0373). No significant change of other pro-
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inflammatory markers such as the protein level in the hippocampus of cyclooxygenase 2 

(COX2), glial fibrillary acidic protein (GFAP) and superoxide dismutase (SOD1) were 

noted (FigS2). 

5. BH4 supplementation does not affect NO synthesis 

BH4 is the mandatory cofactor for the synthesis of NO, which is a key modulator of 

vascularization but also involved in inflammatory responses. Thus, we evaluated the effect 

of BH4 treatment on NOS protein level in hippocampus and on NO content representing as 

the total nitrite and nitrate level in parieto-temporal cortex (Fig 7). BH4 treatment did not 

affect the expression of the endothelial NOS (eNOS) (Fig 7A) and the inducible NOS 

(iNOS) (Fig7B). Similarly, BH4 treatment did not affect NO level (Fig 7C). However, we 

observed that iNOS was upregulated in 3XTg-AD mice compared to NonTg mice 

(Multifactorial ANOVA, genotype effect, p=0.0085). We also observed an increase of 

eNOS in 3xTg-AD mice under CD compared to NonTg mice (Multifactorial ANOVA, 

interaction diet x genotype, 3xTg-AD mice vs NonTg under CD or HFD, p<0.001, Tukey 

post-hoc test). This increase was not observed in 3xTg-AD mice under HFD (Multifactorial 

ANOVA, interaction diet x genotype, p= n.s. Tukey post-hoc test). 

6. BH4 supplementation increases striatal monoamines in NonTg mice 

BH4 is a mandatory cofactor for monoamine synthesis [16]. Thus, we measured the total 

amount of striatal DA, 5-HT and their metabolites in striatum (Fig 8). DA, 3,4-

dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and homovanillic acid (HVA) levels were not 

affected by diet, treatment and genotype (Fig 8A) (Multifactorial ANOVA, all p=n.s.). 

However, DA turnover, represented as the [DOPAC + HVA] / DA ratio, was increased by 

BH4 in NonTg mice but not in 3xTg-AD mice (Fig 8B) (interaction genotype x treatment, 

p=0.0388: NonTgCtl vs NonTgBH4 p=0.0222, Tukey post-hoc test). BH4 treatment tended 
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to reduce striatal 5-HT levels (Fig 8C) (treatment effect; p=0.0905). 5-HT turnover (Fig 

8D) (i.e. 5-hydroxyindoleacetic acid; 5-HIAA/5-HT ratio) was significantly increased by 

the diet (diet effect p=0.026818). Furthermore, 5-HT turnover was only increased by BH4 

in NonTg mice leading to a significant higher 5-HT turnover in BH4-injected NonTg mice 

compared to BH4-3xTg-AD and Ctl-NonTgmice (interaction treatment x genotype, 

p=0.0004, NonTg BH4 vs. Tg BH4 p=0.0003 and NonTg BH4 vs. NonTgCtl p=0.0357, 

Tukey post-hoc test).  
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DISCUSSION 

BH4 is the essential cofactor for NO and monoamine synthesis. Given its importance in 

processes which are altered in AD such as neuroinflammation, oxidative stress and 

metabolism, we investigated the effects of BH4 in an AD mouse model: 3xTg-AD mice 

exhibiting amyloid and tau pathologies [32]. BH4 treatment reversed memory deficits 

observed in NOR in 3xTg-AD mice under both CD and HFD. This improvement was not 

accompanied with changes in the two classical neuropathological markers of AD, but with 

peripheral decreased neuroinflammation and peripheral metabolic improvement in 3xTg-

AD mice. 

1. BH4 reverses memory deficits in 3xTg-AD mice 

The recognition memory is known to be affected in patients suffering of mild cognitive 

impairment and AD [53]. The NOR test, based on the innate behavior of mice to explore 

novelty, is a standard for the evaluation of memory deficits in AD mouse models [54,55] 

and has repeatedly been shown to be affected in 3xtg-AD mice from 12 months of age [33–

35,56]. Here, we report for the first time that BH4 supplementation in a relative short 

period of time (15mg/kg/day for 10 day) reverses the recognition memory deficits observed 

in the 3xTg-AD mouse model. Indeed, BH4 increases the recognition memory of 3xTg-AD 

mice under both CD and HFD as shown by the analysis of the recognition index and the 

comparison of the time spent exploring the familiar object versus the novel object. All 

groups consisted of half male and half females and we did not find differences between 

male and female demonstrating that BH4 treatment benefits both sex. Importantly, 

locomotor behavior was not affected by BH4 treatment indicating that the effects of BH4 

during NOR test were specific to a memory improvement and not linked to a locomotor 
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effect. Since NonTg mice already performed well at the test, the NOR test does not allow to 

explore memory improvement in NonTg mice. Thus, we cannot rule out the possibility that 

BH4 had a global memory enhanced effect in cognitively normal animals. Indeed, even if 

the effect of BH4 on memory has been poorly described in the literature, NO has been 

shown to participate in the memory process and NOR memory [57]. Thus a BH4-induced 

NO potentialization could enhance recognition memory. Recently, a study has shown that 

BH4 improves memory acquisition, consolidation and hippocampal plasticity in mice. 

More precisely, intra-cerebrovascular administration of BH4 enhanced hippocampal long-

term potentiation, glutamatergic transmission through an increase of NO activity [58]. 

Furthermore, BH4 supplementation in individuals with phenylketonuria (a genetic defect of 

phenylalanine hydroxylase) improves working memory and neuronal activity in prefrontal 

cortex [59]. Assessing memory in old mice using a test involving higher cognitive skills a 

NOR test with a 24h delay or Morris water maze would assess whether BH4 has also 

beneficial effect on memory loss in physiological aging. Overall, the present work provides 

evidence to consider BH4 as a potential treatment for memory deficits observed in AD 

[20].  

2. BH4 supplementation did not affect amyloid and tau pathologies.  

3xTg-AD mice express the two main hallmarks of AD: amyloid plaques and tangles as well 

as memory impairments [33,35,47,60]. As previously described, accumulation of Aβ 

peptides is higher in females even though cognitive impairment is similar between genders 

[33,47,61–63]. Although BH4 treatment ameliorates memory deficits, it had no effect on 

cerebral tau hyperphosphorylation and total content or on Aβ peptides. However, Aβ and 

tau modulation is not a prerequisite to cognitive and memory enhancement. Indeed, 
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numerous studies showing cognitive improvement without changes in levels of amyloid 

and tau, particularly in 3xTg-AD mice [64–66,33,67]. Reciprocally, some studies observed 

a cognitive deterioration independently of an aggravation of amyloid or tau pathologies 

[37,60] and amyloid immunotherapies often fail to ameliorate cognition despites an 

amelioration of amyloid clearance and plaques [68]. Here, we confirmed that event in a 

model of cognitive impairment linked to genetic manipulations of amyloid and tau, we 

showed that cognitive improvement can occurs independently of amyloid and tau 

pathologies. Of note, most of studies observing a decrease in amyloid and tau levels in 

3xTg-AD mice used long-term treatment (i.e. 1 to 12 months) [69–74]. Here we choose a 

short treatment of only 10 days to first evaluate a sub-chronic effect of BH4 in an AD 

mouse model. A study of BH4 treatment over a longer period is required to monitor BH4 

long-term effects on amyloid and tau pathologies.  

3. BH4 did not affect NO and monoaminergic synthesis in 3xTg-AD mice  

BH4 is required as a cofactor for the activity of TH and NOS [16]. Thus we assessed the 

effects of BH4 treatment on these two pathways. First, NO synthesis represented by NOS 

and NO levels measures, was not affected by BH4 treatment. BH4 is required for eNOS 

dimerization and function but not for their expressions [75], our results confirmed that a 

sub-chronic peripheral administration of BH4 did not alter NOS expression. Surprisingly, 

NO level was not enhanced by BH4 supplementation while several studies observed an 

increased NOS function and NO production after BH4 treatment in peripheral endothelium 

[76–78] and cerebral vasculature [79,80]. Santhanam et al. observed a decreased BH4 level 

and NO production in isolated microvessels of Tg2576 mice and these impairments are 

reversed by a ten-day BH4 treatment. As we did not observed a global increased of NO 
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level using brain homogenates, it suggests that BH4-induced NO production is specific to 

endothelial cells and that an increase of NO level which is not observable in the total NO 

brain content is sufficient to ameliorate vascular function. Since 3xTg-AD mice had 

impaired cerebral blood flow and endothelial NO signaling dysfunctions [81], it is possible 

that BH4-induced improvement in memory is linked to an amelioration of vascularization.  

BH4 is also the mandatory cofactor for DA and 5-HT synthesis [16]. Striatal DA has been 

shown to modulate recognition memory [82,83] but also to be disrupted in AD patients and 

AD mouse models [1,84–86]. Furthermore restoration of DA release in the 3xTg-AD 

mouse attenuates memory deficits [86], whereas depletion of DA rather enhances cognitive 

deficits in APPSWE /PS1ΔE9 mice [87]. BH4 increases the exploration time during the 

testing phase in 3xTg-AD mice under CD but not in those under HFD as measured by the 

analysis of the exploration ratio between the acquisition and testing phases. An increased 

exploration time during the testing phase could reflect a motivational enhancement of 

exploratory behavior in 3xTg-AD mice under CD. However, we did not observe any 

significant change in the striatal content of monoamines and their metabolism in 3xTg-AD 

mice receiving BH4 injections. Peripheral administration of BH4 had contrasted effects on 

DA and 5HT brain content in the literature. Some studies report an increase of DA [88–90] 

and 5HT content [90–92] while other detect no changes [91–93] following BH4 

administration. Homma et al. observed an increase in DA and 5-HT cerebral content in 

hph-1 mice, a mouse model of peripheral and central BH4 and monoamines deficiency, 

after a 7 days treatment at 50mg/kg [91]. Contrary to hph-1 mice, the authors did not 

observe this increase in wild-type mice suggesting that BH4 treatment is efficient only in 

defective state. As 3xTg-AD mice did not display impaired levels of BH4, DA and 5-HT, it 

could explain the lack of BH4 effects on striatal monoamine levels. However, we observed 
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that BH4-injected NonTg mice display higher monoaminergic turnover (represented as the 

ratio of DOPAC+HVA/DA or 5-HIAA/5-HT) without a decrease on total DA or 5-HT, 

indicating a slight enhancement of DA and 5-HT synthesis. This enhancement was not 

observed in 3xTg-AD mice suggesting a defect in monoamines synthetic pathways. Indeed, 

monoaminergic dysfunctions, such as decreased DA receptors and altered synthetic 

enzymes have been observed in AD patients and 3xTg-AD mice [1,84,86,94]. Thus, 

dysfunctional synthetic pathways in 3xTg-AD could also explain the discrepancies between 

NonTg and 3xTg-AD mice.  

4. IL-1β and Alzheimer’s disease: could memory improvement be linked to 

decreased neuro-inflammation in 3xTg-AD mice?   

Neuroinflammation is a key component and a neuropathological feature of AD [3,5,50]. 

The pro-inflammatory cytokine IL-1β is upregulated in the human AD brain and plasma 

[95–97] and genetic polymorphism of IL-1β might be associated to a higher risk of 

developing AD [98]. Studies in mouse models of AD have shown that IL-1β is involved in 

Aβ production and aggregation [99,100], which in turn up-regulate IL-1β production 

through the NLRP3 inflammasome activation [101,102]. A genetic or pharmacological 

decrease of IL-1β production protects mice from cognitive deficits, amyloid deposition and 

tau hyperphosphorylation [99,103]. A few studies rather observed a beneficial effect of IL-

1β overexpression with a significant reduction of amyloid pathology, which is often 

accompanied with increased tau hyperphosphorylation [104–106]. Our results are 

consistent with others studies that observed an improvement of memory by inhibiting IL-1β 

production [99,103,107]. Furthermore, even if IL-1β is required for hippocampal memory, 

chronic overexpression of IL-1β has been shown to have adverse effects on memory 
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formation and consolidation [108]. Thus, BH4-induced decreases memory improvement is 

probably mediated, at least in part, by IL-1β downregulation in 3xTg-AD mice under CD. 

This is in line with previous studies showing that BH4 could have anti-inflammatory 

properties at the vascular level, down-regulating pro-inflammatory cytokine production 

[29,76,109]. Here, our results show that anti-inflammatory properties of BH4 are also 

taking place at cerebral level implying potential of BH4 as a treatment in AD by decreasing 

IL-1β level.  

Surprisingly, TNF-α and IL6 levels were lower in 3xTg-AD mice compared to NonTg 

mice. On the contrary, 3xTg-AD mice showed increased iNOS expression. Sustained 

increased iNOS expression had been linked to chronic neuroinflammation and 

inflammatory-induced damages progression [110]. Previous studies had shown an increase 

in IL-5, IL-12 cerebral protein levels [56] and an enhanced susceptibility to acute infection 

[111] in 3xTg-AD mice. Transient perturbations of pro-inflammatory cytokines expression 

are also observed in 6 months 3xTg-AD mice but not at 12 months [112]. Altogether, these 

results suggest that 3xTg-AD mice do not have a classical neuroinflammation (i.e. a global 

increase of pro-inflammatory cytokines expression in brain) but rather inflammatory 

dysfunctions.  

5. The beneficial effect of BH4 on memory could be linked to metabolic 

improvement especially in 3xTg-AD mice fed a HFD 

Obesity and diabetes are recognized risk factor for AD [9,113]. In mouse models of AD 

neuropathology, HFD-induced obesity is often observed to aggravate memory impairment 

and amyloid and tau pathology [34,35,41,114]. Nevertheless HFD seems to have 

fluctuating effects, and some studies did not report such aggravations on amyloid and tau 
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pathologies [37,43]. Here, contrary to previous observations [34], we do not observe that 

HFD increases amyloid pathology and cognitive impairment. However, in our study 3xTg-

AD mice under CD exhibited strong memory impairment and amyloid deposition. Thus, 13 

months is probably a too advanced stage for observing an HFD-induced exacerbation of 

memory deficits and amyloid pathology. Nonetheless, as previously described [47], 3xTg-

AD mice are more vulnerable to HFD-induced metabolic disturbances compared to NonTg 

mice, as they develop stronger glucose intolerance.  

BH4 treatment completely reversed HFD-induced glucose intolerance in 3xTg-AD mice. 

This beneficial effect of BH4 on metabolism has already been observed in various mouse 

models of metabolic disturbances and in humans [30,31,115]. Particularly, BH4 treatment 

ameliorates glucose tolerance and insulin resistance by suppressing hepatic 

gluconeogenesis [30]. We previously demonstrated that improvement of HFD-induced 

metabolic disturbances by insulin improves memory in 3xTg-AD mice [34]. Accordingly, 

BH4 treatment in HFD-fed mice could improve memory through a peripheral metabolic 

regulation. Moreover, discrepancies between CD and HFD mice support the idea that BH4 

has differential effects depending on metabolic state. BH4 deficiency has been observed in 

vulnerable populations such as the elderly and obese individuals [116–118]. Thus, further 

studies should be performed to confirm BH4 deficiency in humans and determine if there is 

a sub-type of AD patients that are particularly affected and could benefit more of BH4 

treatment. 

Altogether, these results indicate that BH4 improves memory through decreases in 

neuroinflammatory and peripheral metabolic pathways. The present data demonstrated that 

BH4 could decrease cerebral IL-1β expression confirming its anti-inflammatory properties. 

We also confirmed that BH4 had a beneficial glucose tolerance effect. Our results indicate 
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that inflammatory and metabolic improvements are sufficient to reverse memory deficits in 

3xTg-AD mice after a short treatment of 10 days. However, an important question remains 

whether BH4 supplementation is enough to slow down Alzheimer disease progression. 

Given the positive effects of BH4 treatment in a short period of time on recognition 

memory, inflammation and metabolism but also the lack of side effects, a longer and earlier 

BH4 treatment should be tested. Since there is currently no curative treatment for AD, and 

recent multiple failure of tau and amyloid targeted drug in clinical trials, BH4 appears to be 

a novel promising multi-target treatment. Importantly, BH4 is already administered in 

patients suffering from genetic deficiency and its administration to healthy volunteers had 

proven its safety thus accelerating the drug pipeline process.  

 

  



 

179 

FIGURES 

 

Figure 1. Experimental design. Non-transgenic mice (NonTg) and triple-transgenic mice (3xTg-

AD) were fed from the age of 6 months a control or high-fat diet. BH4 treatment (10 day, 

15mg/kg/day) was injected intra-periteonaly to mice at the age of 13 months. Behavioral and 

metabolic tests were performed from 6
th
 to 10

th
 day of treatment. On the day following the last 

injection, mice were sacrificed and brain tissues were collected. All group (n=10-18) were 

composed of males and females in equal proportion.  
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Figure 2. BH4 administration improves recognition memory function in old 3xTg-AD mice 

without affecting spontaneous locomotion.  (A-D) Recognition memory was evaluated using the 

novel object recognition test. (B) Recognition index: (time exploring the novel object/total time 

explorating both objects during the testing phase) *100. (C) Total exploration time of the novel 

object (N) and the old object (O) during the testing phase. (D) Total exploration time during the 

testing phase divided by the total exploration during the acquisition. (E-F) Voluntary locomotion 

was monitored during one hour in an open-field. (E) Total distance travelled and (F) average speed. 

Values are represented as mean ± SEM. Statistical analysis: (B) Recognition indexes were 

compared using one sample t-test vs 50% (equal exploration between the novel and the familiar 

object) (++ p<0.01 ; +++ p<0.001); Multifactorial ANOVA were performed to compare groups, 

interaction genotype x treatment, # post-hoc Tukey. (C) Exploration time were compared using 

Wilkoxon matched paired rank test (* p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001) (D-G) Multifactorial 

ANOVA, ** p<0.001 for main effect, #p<0.05 for post-hoc Tukey.  
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Figure 3. BH4 supplementation does not affect hippocampal tau pathology. (A) Soluble tau 

phosphorylation (pSer396/404, pSer231, pSer 181, pSer202/Thr205) and total tau levels in parieto-

temporal cortex were evaluated by Western Blot. (B) Aggregated tau levels and its phosphorylation 

(CP13 and PHF1) were measured in the insoluble fraction by Western Blot. Values are expressed as 

mean ± SEM. Statistical analysis: 3-way ANOVA : *** p<0.001 genotype effect. # p<0.05 Post-

hoc Tuckey 
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Figure 4. BH4 injection has no effect on cortical Aβ peptides levels in 3xTg-AD mice. (A-D) 

Aβ40 and Aβ42 peptides were evaluated by ELISA in soluble and insoluble fractions of parieto-

temporal cortex. (E) Statistical table of multifactorial ANOVA performed on peptide levels and 

ratio between the two forms (40 and 42) or the levels in soluble and insoluble fractions. Values are 

expressed as mean ± SEM. Females and males are represented separately with different scale bars 

because female 3xTg-AD mice displayed higher amyloid pathology. Statistical analysis: 

Multifactorial ANOVA : ** p<0.01 *** p<0.001 genotype effect, interaction sex x diet, # p<0.05 

post-hoc Tukey. 
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Figure 5. BH4 supplementation improves glucose tolerance in 3xTg-AD mice. (A-D) Glucose 

metabolism was evaluated by a glucose tolerance test. Glycemia was measured after glucose 

injection (i.p. 1g/kg) in fasted (A-B) NonTg mice and (C-D) 3xTg-AD mice. (B-D) Area under the 

curves from t=0 to t=120 min are represented for all groups. Statistical analysis: (A-C) Repeated 

measures ANOVA, post-hoc Tukey * p<0.05 ** p<0.001 vs. All groups ; $ p<0.05 $$ p<0.001 $$$ 

p<0.0001 vs. HFD-Clt group (B-D) Multifactorial ANOVA, *** p<0.0001 * p<0.05 diet or 

treatment effects.   
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Figure 6. BH4 administration decreases cortical IL-1β expression in cortex of CD mice. The 

three major pro-inflammatory cytokines, IL-1β, IL-6 and TNF-α were measured by qRT-PCR in the 

pario-temporal cortex of mice. Values are expressed as relative fold changes using the comparative 

threshold method. Values are expressed as mean ± SEM. Statistical analysis: Multifactorial 

ANOVA : * p<0.05 ** p<0.01 genotype effect, interaction diet x treatment, # p<0.05 post-hoc 

Tukey. 
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Figure 7. BH4 treatment does not affect neither eNOS and iNOS expressions nor total nitrite 

and nitrate content in hippocampus. eNOS and iNOS proteins content were measured by Western 

Blot in hippocampus. Total nitrite and nitrate were measured in parieto-temporal cortex as a 

measure of nitric oxide (NO). Statistical analysis: Multifactorial ANOVA, interaction genotype x 

diet, # # p<0.001 post-hoc Tukey  
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Figure 8. BH4 supplementation increases striatal monoamines in NonTg but not in 3xTg-AD 

mice. Dopamine (DA), serotonin (5-HT) and their metabolites, 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid 

(DOPAC), homovanillic acid (HVA) and 5-hydroxyindolacetic acid (5HIAA) respectively, were 

measured by HPLC-ED in striatum. Statistical analysis: Multifactorial ANOVA: * p<0.05 genotype 

or diet effects ; interaction genotype x treatment,# p<0.05 ;  # # p<0.001 post-hoc Tukey.  
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SUPPLEMENTARY DATA 

 

Supplementary Figure 1. Total exploration time during acquisition phase and statistical 

details of recognition indexes. Statistical analysis: (A) Multifactorial ANOVA : * p<0.05 genotype 
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Supplementary Figure 2. Quantification of COX2, SOD1 and GFAP in WB 

Statistical analysis: Multifactorial ANOVA : all p = n.s. 
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Table S1. Details of control diet and high-fat diet  

Abbreviations: LA: linoleic acid; ARA: arachidonic acid; DTA: docosatetraenoic acid; DPA: 

docosapentaenoic acid; PUFA: polyunsaturated fatty acids; LNA: α-linolenic acid; EPA: 

eicosapentaenoic acid; DHA: docosahexaenoic acid; MUFA: monounsaturated fatty acids; SFA: 

saturated fatty acids.   

  

Control 5% (w/w) fat High fat 35% (w/w) fat

Protein (% w/w) 20.3 27.4

Carbohydrate  (% w/w) 66 25.3

Fat  (% w/w) 5 35.1

Calorie per diet weight (kcal/g) 3.9 5.3

Ingredient (g/kg)

Casein 200 200

Corn Starch 150 25

Maltodextrin 10 0 100

Sucrose 500 52.5

Cellulose, BW200 50 50

Corn Oil 30 0

Safflower Oil 0 125

Lard 0 135

Soybean Oil 10 0

Canola Oil 10 0

Mineral (S19101) 35 35

Vitamins (V15908) 10 10

Choline Bitartrate 2 2

Cholesterol, USP 0.6 3

Fatty acids (g/kg)*

C18:2 n-6 LA 21.6 100.8

C20:4 n-6 ARA 0 0.3

C22:4 n-6 DTA 0 0.2

Total n-6 PUFA 21.6 101.3

C18:3 n-3 LNA 1.4 1.7

C20:5 n-3 EPA 0 0

C22:6 n-3 DHA 0 0

C22:5 n-3 DPA 0 0.1

Total n-3 PUFA 1.4 1.8

C18:1 n-9 Oleic acid 14.9 57.0

C16:1 n-7 Palmitoleic acid 0.1 2.1

Total MUFA 15.0 59.0

C14:0 Myristic acid 0.1 1.6

C16:0 Palmitic acid 4.8 31.2

C18:0 Stearic acid 1.2 16.4

Total SFA 6.1 49.2

Total 44.1 211.3
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Table S2. List of primary antibodies used for Western Blot. 

  

A
n

ti
b

o
d

y
C

lo
n

e
Sp

e
ci

fi
ci

ty
H

o
st

D
il

u
ti

o
n

So
u

rc
e

Ta
u

 C
P

o
ly

cl
o

n
al

Ta
u

, C
-t

e
rm

 r
e

gi
o

n
R

ab
b

it
1/

10
00

0 
to

 1
/5

00
00

D
ak

o
 (

B
u

rl
in

gt
o

n
, O

N
, C

an
ad

a)

P
H

F1
M

o
n

o
cl

o
n

al
Ta

u
, p

h
o

sp
h

o
ry

la
te

d
 a

t 
Se

r-
36

9 
an

d
 S

e
r-

40
4

M
o

u
se

1/
50

00
 o

r 
1/

50
0

G
e

n
e

ro
u

s 
gi

ft
 f

ro
m

 P
e

te
r 

D
av

ie
s

A
T1

80
M

o
n

o
cl

o
n

al
Ta

u
, p

h
o

sp
h

o
ry

la
te

d
 a

t 
Th

r-
23

1
M

o
u

se
1/

10
00

P
ie

rc
e

 E
n

d
o

ge
n

 In
c.

 (
R

o
ck

fo
rd

, I
L,

 U
SA

)

A
T2

70
M

o
n

o
cl

o
n

al
Ta

u
, p

h
o

sp
h

o
ry

la
te

d
 a

t 
Th

r-
18

1
M

o
u

se
1/

10
00

P
ie

rc
e

 E
n

d
o

ge
n

 In
c.

 (
R

o
ck

fo
rd

, I
L,

 U
SA

)

A
T8

M
o

n
o

cl
o

n
al

Ta
u

, p
h

o
sp

h
o

ry
la

te
d

 a
t 

Se
r-

20
2 

an
d

 T
h

r-
20

5
M

o
u

se
1/

10
00

P
ie

rc
e

 E
n

d
o

ge
n

 In
c.

 (
R

o
ck

fo
rd

, I
L,

 U
SA

)

C
P

13
M

o
n

o
cl

o
n

al
Ta

u
, p

h
o

sp
h

o
ry

la
te

d
 a

t 
Se

r-
20

2
M

o
u

se
1/

70
0

G
e

n
e

ro
u

s 
gi

ft
 f

ro
m

 P
e

te
r 

D
av

ie
s

e
N

O
S 

M
o

n
o

cl
o

n
al

e
N

O
S,

 C
-t

e
rm

 r
e

gi
o

n
M

o
u

se
1/

10
00

A
b

ca
m

 (
C

am
b

ri
d

ge
, M

A
, U

SA
)

iN
O

S 
M

o
n

o
cl

o
n

al
iN

O
S,

 r
e

si
d

u
e

s 
su

rr
o

u
n

d
in

g 
G

ly
11

33
R

ab
b

it
1/

10
00

C
e

ll
 S

ig
n

al
in

g 
(

C
O

X
2

P
o

ly
cl

o
n

al
/

M
o

u
se

1/
10

00
C

ay
m

an
 C

h
e

m
ic

al
 (

A
n

n
 A

rb
o

r,
 M

I,
 U

SA
)

SO
D

1
P

o
ly

cl
o

n
al

/
R

ab
b

it
1/

10
00

M
il

li
p

o
re

 (
B

u
rl

in
gt

o
n

, M
A

, U
SA

)

G
FA

P
P

o
ly

cl
o

n
al

/
R

ab
b

it
1/

10
00

A
b

ca
m

 (
C

am
b

ri
d

ge
, M

A
, U

SA
)



 

191 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table S3. Multifactorial analysis details for each experiment data presented. 

F
ig

u
re

s
V

a
ria

b
le

s
G

e
n
o
ty

p
e

S
e
x

D
ie

t
T
re

a
tm

e
n
t

In
te

ra
c
tio

n
s

T
u
k
e
y
 p

o
s
t-h

o
c
 te

s
t

B
H

4

B
H

2

B
H

4
 +

 B
H

2

N
O

R
 in

d
e
x

0
.4

4
1
2

0
.9

2
4
6

0
.2

1
2
8

0
.0

7
1
5

G
e
n
o
typ

e
 x tre

a
tm

e
n
t p

=
0
.0

0
4
6

T
g
 C

 vs
 T

g
 B

H
4
 p

=
0
.0

0
2
2

P
h
a
s
e
 c

o
m

p
a
ris

o
n
s

0
.4

9
9
6

0
.5

6
2
1

0
.3

0
0
3

0
.1

5
1
6

D
ie

t x tre
a
tm

e
n
t p

=
0
.0

2
5
1
0

C
D

 C
tl vs

 C
D

 B
H

4
 p

=
 X

X
X

X

V
o
lo

n
ta

ry
 lo

c
o
m

o
tio

n
0
.0

0
2
0

0
.5

3
0
6

0
.0

3
4
5

0
.4

1
4
3

A
ve

ra
g
e
 s

p
e
e
d

0
.0

8
4
0

0
.1

9
9
5

0
.1

5
2
6

0
.0

5
4
7

T
a
u
C

/A
c
tin

<
0
.0

0
0
0
0
1

0
.6

2
8
7

0
.9

7
6
2

0
.3

5
4
9

P
H

F
1
/T

a
u
C

0
.0

0
1
9

0
.7

7
3
5

0
.7

8
8
7

0
.3

6
3
4

A
T
1
8
0
/T

a
u
C

<
0
.0

0
0
0
0
1

0
.1

9
2
0

0
.3

3
4
4

0
.3

4
1
9

A
T
2
7
0
/T

a
u
C

<
0
.0

0
0
0
0
1

0
.5

0
3
0

0
.4

8
0
7

0
.9

6
1
5

A
T
8
/T

a
u
C

<
0
.0

0
0
0
0
1

0
.1

6
2
0

0
.5

3
1
0

0
.2

5
3
7

G
e
n
o
typ

e
 x D

ie
t p

 =
0
.0

2
6
5
2

T
g
 H

F
D

 vs
. N

T
g
 C

D
, p

=
0
.0

1
6
0
 ; T

g
 H

F
D

 vs
. N

T
g
 H

F
D

 p
=

0
.0

0
0
3

T
a
u
C

/w
e
ig

h
t

0
.0

0
0
0

0
.9

1
3
0

0
.9

8
1
1

0
.3

7
9
0

C
P

1
3
/T

a
u
C

0
.0

1
0
5

0
.5

6
3
7

0
.8

4
0
0

0
.8

9
7
6

P
H

F
1
/T

a
u
C

0
.0

5
6
2

0
.8

0
3
4

0
.5

5
3
8

0
.4

9
2
9

S
o
lu

b
le

 4
0
 fg

/µ
g
 p

ro
te

in
s

<
0
.0

0
0
0
0
1

0
.0

2
0
8

0
.8

6
5
3

D
ie

t x S
e
x p

=
0
.0

3
0
9

T
g
 F

 A
2
 vs

 T
g
 F

 H
F

D
 p

=
0
.0

1
1
1

S
o
lu

b
le

 4
2
 fg

/µ
g
 p

ro
te

in
s

0
.0

0
1
0

0
.3

3
0
1

0
.5

4
4
9

In
s
o
lu

b
le

 A
4
0
 fg

/m
g
 tis

s
u
e

0
.0

0
6
7

0
.3

7
9
4

0
.6

2
9
0

In
s
o
lu

b
le

 A
4
2
 fg

/m
g
 tis

s
u
e

0
.0

0
2
3

0
.6

2
1
9

0
.7

2
1
0

In
s
o
lu

b
le

 A
4
2
/A

4
0

0
.0

1
3
6

0
.7

1
9
3

0
.4

2
5
1

S
o
lu

b
le

 A
4
2
/A

4
0

0
.0

1
9
8

0
.2

9
8
0

0
.6

2
7
4

In
s
/s

o
l A

4
0

0
.5

5
4
4

0
.5

1
4
8

0
.4

8
3
3

In
s
/s

o
l A

4
2

0
.0

0
2
2

0
.9

7
4
0

0
.4

5
1
8

A
U

C
 - N

o
n
T
g

0
.9

5
6
4

0
.4

0
8
6

0
.5

1
1
9

A
U

C
 - 3

x
T
g
-A

D
0
.5

2
5
9

0
.0

0
0
6

0
.0

2
7
6

IL
1
-b

e
ta

0
.8

0
6
2

0
.5

4
8
8

0
.4

9
6
7

0
.6

6
1
4

D
ie

t x T
re

a
tm

e
n
t p

=
0
.0

0
3
0

C
D

 B
H

4
 vs

 H
F

D
 B

H
4
, p

=
0
.0

4
5
0

IL
-6

0
.0

0
2
5

0
.6

6
1
8

0
.1

6
4
6

0
.6

9
0
4

T
N

F
-a

lp
h
a

0
.0

4
3
1

0
.3

5
5
2

0
.8

9
4
3

0
.7

1
3
6

D
A

0
.2

1
6
7

0
.6

1
7
4

0
.2

3
7
0

0
.2

2
2
3

D
O

P
A

C
+

H
V

A
/D

A
0
.8

2
8
7

0
.5

9
6
7

0
.5

3
7
4

0
.1

7
6
2

G
e
n
o
typ

e
 x T

re
a
tm

e
n
t p

=
0
.0

3
8
9

N
T

g
 C

tl vs
 N

T
g
 B

H
4
, p

=
0
.0

2
2
2

5
H

T
0
.6

5
8
6

0
.1

0
5
1

0
.1

6
9
9

0
.0

2
7
3

5
H

IA
A

/5
H

T
0
.0

0
6
0

0
.4

0
3
5

0
.0

1
2
5

0
.9

1
2
2

G
e
n
o
typ

e
 x T

re
a
tm

e
n
t p

=
0
.0

0
0
4

N
tg

 C
tl vs

 N
T

g
 B

H
4
, p

=
0
.0

3
5
7
 ; N

T
g
 C

tl vs
 T

g
 B

H
4
, p

=
0
.0

0
0
3

n
N

O
S

0
.3

7
2
9

0
.0

2
2
4

0
.2

3
7
3

0
.9

5
3
7

e
N

O
S

0
.0

2
6
1

0
.0

7
2
5

0
.1

6
7
6

0
.6

0
9
6

G
e
n
o
typ

e
 x D

ie
t p

 =
0
.0

4
1
1

iN
O

S
7
.2

5
6
8

0
.6

9
3
9

2
.1

3
5
0

0
.0

2
5
2

N
itrite

+
N

itra
te

0
.7

8
7
6

0
.1

7
2
6

0
.4

2
8
8

0
.4

7
7
7

S
O

D
1

0
.0

4
4
2

0
.0

4
2
3

0
.2

4
8
5

0
.7

3
7
9

C
O

X
2

0
.3

6
5
1

0
.8

6
3
2

0
.7

8
2
1

0
.2

0
2
6

G
F

A
P

0
.7

2
4
4

0
.4

8
1
7

0
.7

9
5
8

0
.9

7
5
8

Supp. 1 Fig. 4Fig. 6Fig. 8 Fig. 7 Fig. 5
Soluble fractionInsoluble

Fig. 3
Fig. 2 Fig. 1



 

192 

 

Experiments

NTg  CD  

Ctl

NTg CD  

BH4

NTg  HFD  

Ctl

NTg  HFD  

BH4

3xTg  CD  

Ctl

3xTg CD  

BH4

3xTg  

HFD  Ctl

3xTg  

HFD  BH4

Fig 1 - BH4 measures

Fig 2 - NOR 7 8 9 10 15 11 13 12

Fig 2 - Locomotion 10 13 12 14 18 15 13 14

Fig 3 - WB Tau 10 11 12 14 15 15 13 14

Fig 3 - ELISA - Males 8 7 7 8

Fig 3 - ELISA - Females 8 8 5 7

Fig 4 - GTT 11 12 12 14 17 15 13 15

Fig 5 - rt-qPCR 7 12 11 13 15 14 13 15

Fig 6 - HPLC 8 10 10 9 16 11 10 11

Fig 7 - WB NOS 9 10 10 13 15 15 14 15

 

Table S4. Number of mice per groups for each experiment 
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a) Synthèse des résultats 

La BH4 est le cofacteur requis pour l‟activité des enzymes impliquées dans la synthèse de 

DA, sérotonine et NO. Une réduction des niveaux centraux de BH4 a été observée dans de 

nombreuses pathologies neuropsychiatriques (Barford et al., 1984; Blair et al., 1984) et une 

supplémentation pharmacologique a été récemment proposée comme traitement dans 

certaines de ces pathologies dont la maladie d‟Alzheimer et la dépression (Foxton et al., 

2007; McHugh, 2011). Cependant, les effets neurochimiques et comportementaux d‟une 

administration aiguë ou chronique de BH4 sont encore mal caractérisés. Nous nous sommes 

concentrés dans ces travaux de thèse sur l‟étude des effets d‟une administration aiguë de 

BH4 sur le système dopaminergique mésolimbique et la motivation, tout d‟abord en 

situation physiologique puis dans un modèle de neuroinflammation aiguë induite par le 

LPS. Dans un second temps, nous avons étudié l‟effet d‟une administration chronique de 

BH4 dans un modèle murin de la maladie d‟Alzheimer en nous intéressant particulièrement 

aux aspects cognitifs et physiopathologiques.  

 

Nous avons tout d‟abord mis en évidence que la BH4 traversait la barrière hémato-

encéphalique (BHE) et qu'une injection périphérique de BH4 à 50 mg/kg permettait de 

doubler les niveaux centraux de BH4 trois heures après son injection. Il est en effet crucial 

de vérifier qu‟une molécule à visée thérapeutique pour des pathologies cérébrales puisse 

bien traverser la BHE et atteindre le parenchyme cérébral après une administration 

périphérique. Nous avons ensuite démontré que l‟administration périphérique de BH4 

permettait d‟augmenter la quantité de DA extra-synaptique dans le NAcc lors d‟une 

stimulation physiologique et pharmacologique, sans augmenter sa libération basale, 

suggérant que la BH4 permet d‟augmenter les stocks pré-synaptiques de DA sans induire sa 

libération. De plus, nous avons montré que l‟injection de BH4 entrainait une augmentation 

spécifique de la motivation en conditionnement opérant. Enfin, nous avons étudié l‟effet 

d‟une injection de BH4 dans un modèle de neuroinflammation aiguë induite par le LPS. 

Nous avons pu mettre en évidence un rôle anti-inflammatoire de la BH4 à travers la 

diminution de l‟expression des cytokines pro-inflammatoires 24 heures après le challenge 

immunitaire. Cependant ce modèle comprend certaines limites qui seront discutées ici et ne 

nous a pas permis de tester les effets de la BH4 sur des déficits motivationnels. Dans 
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l‟ensemble, ces résultats montrent que la BH4 permet d‟augmenter la synthèse de DA et de 

diminuer l‟inflammation. Par conséquent, la BH4 pourrait avoir des effets bénéfiques sur 

les troubles dopaminergiques induits par l‟inflammation. Cela souligne en particulier le 

potentiel de la BH4 pour le traitement des désordres motivationnels, telle que l‟apathie, 

observés dans de nombreuses pathologies.  

 

Dans notre deuxième étude, nous avons démontré que l‟administration chronique de BH4 

permettait de corriger les déficits mnésiques observés dans le modèle murin triple 

transgénique de la maladie d‟Alzheimer. Nous avons également montré que le traitement en 

BH4 induisait une diminution de la neuroinflammation ainsi qu‟une amélioration de la 

tolérance au glucose. Ces améliorations mnésiques, métaboliques et inflammatoires ne 

s‟accompagnent pas d‟une diminution des peptides amyloïdes, de la phosphorylation ou de 

l‟agrégation de la protéine tau. Ces résultats confirment tout d‟abord le potentiel anti-

inflammatoire de la BH4. Ils suggèrent également qu‟une amélioration du statut 

inflammatoire et du métabolisme dans le modèle 3xTg-AD permet de rétablir les capacités 

mnésiques indépendamment des pathologies amyloïde et tau. Dans l‟ensemble, cette étude 

renforce le potentiel de la BH4 comme traitement symptomatique dans la maladie 

d‟Alzheimer.  

 

Ces résultats sont interprétés et discutés de façon indépendante dans les chapitres II, III et 

IV. Dans ce dernier chapitre, nous nous concentrerons sur l‟interprétation et la discussion 

des principaux résultats de l‟ensemble de ces travaux de thèse, les potentiels mécanismes 

impliqués ainsi que les forces et les faiblesses des modèles utilisés. Plusieurs questions 

issues de ces études ainsi que des perspectives sur la recherche concernant la BH4 seront 

également abordées.  
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b) Effet de l’administration de BH4 sur le système dopaminergique et la 

motivation  

 

Le résultat principal du premier volet de ces travaux de thèse est l‟augmentation induite par 

la BH4 de la libération de DA et de la motivation lors d‟une stimulation à l‟AMPH.  

Mécanismes d’action et utilisation de l’amphétamine  

Tout d‟abord, il convient de décrire les mécanismes par lesquels l‟AMPH agit au niveau de 

la synapse dopaminergique. L‟AMPH est un psychostimulant dont l‟action est médiée 

principalement par l‟augmentation de la DA extracellulaire bien qu‟elle puisse également 

agir sur la sérotonine et la noradrénaline (Heal et al., 2013; Sulzer, 2011). L‟augmentation 

de la quantité de DA extracellulaire repose ainsi sur plusieurs mécanismes : (1) Le blocage 

par l‟AMPH de la recapture de la DA synaptique par les neurones via l‟inhibition par 

compétition de la liaison de la DA aux DAT, les transporteurs de la DA. Cette inhibition de 

la recapture de la DA par le neurone pré-synaptique va donc induire une augmentation de la 

quantité de DA au sein de la synapse sans affecter la libération. (2) La stimulation directe 

de la libération de DA par l‟inversion du sens du transport médié par DAT, induisant une 

libération synaptique du pool cytosolique de DA. (3) Enfin l‟AMPH peut agir sur le pool 

vésiculaire de la DA en induisant une vidange des vésicules dépendante de VMAT2, le 

transporteur permettant le stockage de la DA dans les vésicules pré-synaptiques. L‟action 

de l‟AMPH sur DAT et VMAT2, d‟abord démontrée in vitro, a ensuite été confirmée grâce 

à des modèles murins d‟inactivation génétique de DAT et de VMAT, (Fon et al., 1997; 

Freyberg et al., 2016; Giros et al., 1996; Pifl et al., 1995; Siciliano et al., 2014; Sulzer, 

2011). L‟action de l‟AMPH sur le pool vésiculaire est encore débattue. Plusieurs 

mécanismes ont été proposés dont l‟inhibition de VMAT2 (Schuldiner et al., 1993), 

l‟inversion du sens de transport de VMAT2 (Partilla et al., 2006) et la modification du 

gradient de pH vésiculaire (Fleckenstein et al., 2007; Freyberg et al., 2016). Par ailleurs, les 

effets de l‟AMPH varient en fonction de la dose et la libération de DA est dose-dépendante 

jusqu‟à un certain seuil. Il semblerait que l‟AMPH à faible dose agisse uniquement sur les 

DAT puis qu‟elle induise une libération du pool vésiculaire via VMAT2 à des doses plus 

importantes (Ramsson et al., 2011; Schuweiler et al., 2018; Siciliano et al., 2014). De plus, 
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il a été démontré chez la drosophile que les mécanismes faisant intervenir VMAT2 

surviennent à partir des doses ayant un effet hyperlocomoteur chez l‟animal (0.5 - 1 mg/kg) 

(Freyberg et al., 2016).  

Dans cette étude, nous avons choisi deux doses d‟AMPH, la dose élevée de 3 mg/kg pour 

l‟étude par microdialyse afin d‟induire une vidange importante, voir totale, des stocks 

vésiculaires de DA pré-synaptiques, et une dose plus faible de 0.5 mg/kg lors du 

conditionnement opérant afin de s‟affranchir des effets hyperlocomoteurs et anorexigènes 

qui auraient été d‟importants biais dans cette mesure comportementale (Grilly and 

Loveland, 2001).  

Les effets de la BH4 sur la libération de DA  

L‟un des résultats majeurs de ces travaux est l‟augmentation par l‟injection de BH4 de la 

quantité extracellulaire de DA mesurée en microdialyse in vivo chez l‟animal vigile en 

réponse à la consommation de nourriture appétitive et à l‟injection d‟AMPH. Ces deux 

stimuli ont été choisis afin d‟étudier l‟effet de la BH4 sur la libération de DA lors d‟une 

stimulation physiologique (consommation alimentaire) puis pharmacologique (AMPH). 

Bien que tous les animaux aient consommé la nourriture lors de sa présentation pendant la 

mesure en microdialyse, leur comportement consommatoire n‟est évidemment pas continu 

pendant les trente minutes de recueil des dialysats. La mesure en microdialyse n‟a pas une 

résolution temporelle suffisante pour déterminer si l‟augmentation de DA est spécifique au 

comportement consommatoire. Un enregistrement en voltamétrie, beaucoup plus résolutif, 

permettrait de répondre plus précisément à cette question. Cependant cela suggère que la 

BH4 permet d‟accroître la libération de DA dans le NAcc lorsque celle-ci est stimulée et 

non la libération tonique basale. Cette observation est soutenue par l‟augmentation de la 

libération de DA suite à l‟injection d‟AMPH chez les souris préalablement traitées à la BH4 

comparativement aux contrôles. La réponse à l‟AMPH peut être modulée par plusieurs 

facteurs dont la quantité de VMAT et de DAT à la synapse et la quantité de DA stockée 

dans le compartiment pré-synaptique (Fleckenstein et al., 2007). Or, nos résultats ne 

montrent pas de modifications significatives de l‟expression protéique de DAT et VMAT2 

suite à l‟injection de BH4, suggérant une augmentation des quantités pré-synaptique de DA. 

De plus, l‟absence d‟effet de la BH4 sur la libération basale de DA renforce l‟hypothèse 
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que la BH4 augmente les stocks de DA mais n‟influence pas sa libération. Cela est d‟autant 

plus important que les molécules ou drogues induisant une libération de DA dans le NAcc 

sont fortement addictives (Nutt et al., 2015; Volkow et al., 2017). La BH4 apparait donc 

comme une molécule permettant d‟augmenter les stocks de DA sans avoir de potentiel 

addictif et être ainsi utilisée pour le traitement des symptômes motivationnels reliés à une 

hypodopaminergie. Il a cependant été montré que l‟administration de BH4 par rétro-dialyse 

pouvait induire une augmentation de la libération de DA (Koshimura et al., 1994, 1995). 

Comme discuté dans le chapitre 2, les différences de doses utilisées, des modes 

d‟administration (rétro-dialyse vs. périphérique) de la BH4 et les niveaux d‟augmentation 

cérébrale qui en résultent expliquent probablement les divergences de conclusion. De plus, 

Koshimura et al. ont démontrés que cette libération accrue était reliée à une augmentation 

de la synthèse de DA mais que 70% de cette augmentation persistait après inhibition de la 

TH. En revanche, cette libération est totalement abolie lors d‟une administration de 

tétrodotoxine, une neurotoxine bloquant les canaux sodiques et donc la décharge de 

potentiel d‟action. Les auteurs postulent que la BH4 aurait des récepteurs pré-synaptiques 

pouvant moduler la libération de DA (Koshimura et al., 1994). Des études plus 

approfondies sont nécessaires pour déterminer si le mécanisme d‟action de la BH4 à des 

doses supra-physiologiques est spécifique. 

Enfin, nos résultats ne montrent pas de variation de la quantité totale de DA dans le 

striatum des souris NonTg et 3xTg-AD après l‟administration chronique de BH4. Cette 

observation est cohérente avec la littérature existante, décrite dans le chapitre I, ne 

rapportant pas d‟augmentation de la quantité totale de DA cérébrale lors d‟une injection 

périphérique de BH4 en condition physiologique. L‟étude de la libération de DA en réponse 

à l‟AMPH en micro-dialyse suite à un traitement chronique en BH4 permettrait de 

déterminer si les effets d‟une administration chronique sont similaires à ceux observés 

après une injection aiguë.  

 

Dans l‟ensemble, nos résultats confirment que l‟administration de BH4 (aiguë ou 

chronique) ne modifie pas de façon drastique la quantité tissulaire de DA en condition 

physiologique. De plus, les mesures de DA tissulaires réalisées dans des modèles 

génétiques de déficience en BH4 rapportent une diminution marquée de la quantité de 
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monoamines centrales. Dans ces modèles l‟administration de BH4 permet d‟augmenter de 

façon significative les taux de monoamines (Homma et al., 2013; Sumi-Ichinose et al., 

2001). Par conséquent, il semble cohérent de postuler que la BH4 est présente en quantité 

suffisante à la synapse en condition physiologique permettant une activité de la TH proche 

de son niveau optimal. Une administration de BH4 dans ces conditions induirait une 

augmentation des stocks de DA détectable uniquement par des mesures assez fines des 

stocks pré-synaptique, comme celles réalisée en microdialyse en réponse à l‟AMPH, mais 

insuffisante pour faire varier significativement les stocks tissulaire globaux. En revanche, si 

les niveaux de BH4 sont altérés, la supplémentation en BH4 pourrait permettre de rétablir 

l‟activité optimale de la TH et donc augmenter significativement la quantité de DA.  

 

Les mécanismes impliqués dans l‟augmentation de la libération de DA en réponse à 

l‟AMPH après administration BH4 restent à élucider. Plusieurs études in vitro et de rétro-

dialyse chez l‟animal anesthésié ont démontré que la BH4 augmentait l‟activité de la TH et 

donc la synthèse de DA (Koshimura et al., 1990; Liang and Kaufman, 1998; Miwa et al., 

1985; Werner et al., 2011). Des études complémentaires de mesure de libération de DA par 

microdialyse après inhibition de la TH permettraient de confirmer que l‟augmentation de la 

libération de DA par la BH4 est spécifique d‟une augmentation de sa synthèse dans nos 

conditions. Il parait également important d‟étudier le stockage de la DA néo-synthétisée, 

par exemple par l‟utilisation de réserpine, une drogue inhibant la fonction de VMAT2, 

durant la microdialyse, ou encore l‟utilisation de tyrosine tritiée in vitro. En effet, le 

mauvais stockage de la DA et son accumulation dans l‟espace cytosolique peut induire un 

stress oxydatif et une neurotoxicité importante (Lohr et al., 2017).  

Que mesurons-nous en microdialyse ? Relations entre DA extracellulaire et motivation 

La microdialyse permet de mesurer la quantité de DA extracellulaire présente dans une 

structure, dans notre étude le NAcc. Cette DA extracellulaire mesurée est le résultat de la 

quantité de DA libérée par les neurones dopaminergiques et la proportion de DA qui va être 

recapturée au niveau pré-synaptique ou dégradée au sein de la synapse. La microdialyse 

permet donc une mesure fonctionnelle de la quantité de DA disponible à la synapse pouvant 
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se lier aux récepteurs dopaminergiques. En revanche, elle ne permet pas d‟évaluer la 

réponse post-synaptique des neurones du striatum.   

La libération de DA au niveau du striatum par les neurones provenant de la VTA et de la 

SN est souvent ségrégée en activité « tonique » vs activité « phasique » (Berke, 2018). 

L‟activité tonique est permise par l‟activité spontanée des neurones dopaminergiques qui 

déchargent en permanence à basse fréquence. L‟activité phasique est à l‟inverse transitoire, 

rapide et implique une activité de décharge en « burst » à haute fréquence des neurones 

dopaminergiques. La libération basale tonique dans le striatum, c'est-à-dire en l‟absence de 

stimulation, mesurée par microdialyse est de l‟ordre de 10-20 nM (Keefe et al., 1993). 

L‟activité phasique quant à elle peut être séparée en deux sous-types d‟activité 

temporellement différente, une activité phasique rapide de l‟ordre de la seconde et une 

activité phasique lente de l‟ordre de la minute voire l‟heure. L‟activité phasique rapide, 

enregistrée principalement en voltamétrie et en électrophysiologie, serait principalement 

impliquée dans l‟encodage de la probabilité de survenue de récompense et la prédiction de 

l‟erreur de cette survenue (Roitman et al., 2004; Schultz, 2013). L‟activité phasique lente 

serait plutôt impliquée dans l‟énergisation de l‟action et l‟assignation d‟une valeur 

motivationnelle à un stimulus (Berridge, 2007). L‟enregistrement en microdialyse est plutôt 

considérée comme permettant de mesurer cette activité phasique lente, c'est-à-dire les 

variations de libération de DA ayant cours dans des intervalles de temps relativement longs, 

notamment celles induites par un comportement ou l‟administration de drogue (Hauber, 

2010). Des études par microdialyse ont ainsi mis en évidence une augmentation de la 

libération de DA dans le NAcc lors des appuis sur le levier dans des tâches de 

conditionnement opérant (Cheng and Feenstra, 2006), avec une corrélation entre la quantité 

de DA et le niveau de difficulté de la tâche (la quantité de travail à fournir) mais pas la 

quantité de récompense obtenue (Cousins et al., 1999). De plus, des augmentations de la 

quantité de DA mesurée en microdialyse dans le NAcc sont associées à une augmentation 

des performances des animaux dans des tâches motivationnelles (Salamone et al., 2018). 

Ces données indiquent que l‟augmentation induite par la BH4 de la quantité de DA que 

nous observons en microdialyse en réponse à l‟injection d‟AMPH sous-tend des effets 

comportementaux. Par conséquent, l‟augmentation de la motivation en conditionnement 

opérant que nous observons sous AMPH est cohérente avec l‟augmentation de la libération 
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de DA mesurée en microdialyse. Il est important de noter que les doses utilisées pour 

stimuler la libération de DA et la motivation sont différentes. La mesure de la libération de 

DA suite à une injection d‟AMPH à la dose utilisée en conditionnement opérant, soit 0.5 

mg/kg, permettrait de valider les effets comportementaux observés. Afin de compléter notre 

étude, il serait intéressant de mesurer la libération de DA en microdialyse après injection de 

BH4 pendant que les animaux réalisent une tâche de PRx2 en conditionnement opérant 

avant et après injection d‟AMPH à 0.5 mg/kg. Cela permettrait de démontrer que l‟effet 

pro-motivationel de la BH4 s‟accompagne bien d‟une augmentation de la libération 

phasique lente de DA lors de la réalisation d‟un comportement dirigé vers un but. Enfin, 

nous n‟avons pas observé de modification de la libération basale, représentant plutôt la 

libération de DA tonique, cette observation serait à confirmer par l‟enregistrement 

électrophysiologique de la fréquence de décharge des neurones dopaminergiques de la 

VTA.  

 

Effets de la BH4 sur la locomotion 

De façon surprenante, nous avons observé que l‟injection de BH4 atténuait 

l‟hyperlocomotion induite par l‟injection d‟AMPH. En effet, l‟hyperlocomotion induite par 

l‟AMPH est fortement dépendante de la libération de DA dans le striatum et en particulier 

dans le NAcc (Clarke et al., 1988; Heusner et al., 2003; Kelly et al., 1975). Par exemple, la 

restauration virale de la synthèse de DA dans le striatum dorsal de souris déficientes en TH  

ne permet de restaurer que partiellement la réponse hyperlocomotrice. En revanche, les 

animaux dont la synthèse de DA est restaurée dans le NAcc ont une réponse locomotrice à 

l‟AMPH similaire à celle des contrôles (Heusner et al., 2003). La réponse locomotrice des 

animaux en réponse à l‟injection d‟AMPH à 3 mg/kg ne semble donc pas cohérente avec 

l‟augmentation de la libération de DA induite par l‟AMPH après traitement au BH4. 

Cependant, l‟AMPH à des doses élevées (supérieure à 5 mg/kg chez le rat, à 10 mg/kg chez 

la souris) peut induire un comportement de stéréotypie se traduisant par une augmentation 

des mouvements répétitifs (toilettage, activité sur place, …) et donc de l‟immobilité 

(Kelley, 2001; McNamara et al., 2006; Sharp et al., 1987; Yates et al., 2007). Or nous 

observons une libération de DA suite à l‟AMPH environs trois fois supérieure chez les 

animaux ayant reçu de la BH4, allant jusqu‟à 1500 % de la ligne de base, par rapport aux 
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animaux contrôles, qui eux ont une augmentation maximale de 500 %. Cette augmentation 

massive de la libération de DA par la BH4 en réponse à l‟AMPH pourrait donc entraîner 

une augmentation des stéréotypies et donc une diminution de la distance parcourue. Notre 

dispositif pour mesurer la locomotion par vidéo-tracking ne permettant pas de mesurer 

séparément les stéréotypies et l‟activité ambulatoire, nous avons reproduit l‟expérience 

dans des cages d‟actimétrie (Collaboration avec le Dr S. Caillé-Garnier, Université de 

Bordeaux). Ces dispositifs permettent d‟enregistrer l‟activité locomotrice (c‟est-à-dire les 

va-et-vient de l‟animal dans la cage) et l‟activité non ambulatoire (l‟activité sur place de 

l‟animal incluant le toilettage, les redressements, les stéréotypies).   

 
Figure 18 : Etude de la locomotion et de l’activité non-ambulatoire en réponse à l’injection de 

BH4. Enregistrement de l‟activité locomotrice et non locomotrice spontanée (pendant 3 heures) 

puis en réponse à une injection de solution saline puis d‟AMPH (3 mg/kg) chez des souris ayant 

reçu une injection de BH4 (BH4, n=7) ou de solution contrôle (Ctl, n=8). L‟analyse en 2-way RM-

ANOVA (effet temps et traitement) de chacune des périodes (de t=0-180 pour l‟activité spontanée, 

t=190-240 pour la réponse à l‟injection de solution saline et t=250-360 pour la réponse à l‟AMPH) 

révèle que la BH4 diminue l‟activité spontanée non locomotrice (effet traitement, p<0.05) mais 

n‟affecte pas la réponse à l‟AMPH et l‟activité ambulatoire des animaux (p=ns).  

 

Contrairement à notre première expérience suggérant que la BH4 diminuait 

l‟hyperlocomotion induite par l‟AMPH, présentée dans le chapitre 3, nous n‟avons pas mis 

en évidence de différence dans la réponse à l‟AMPH entre les animaux contrôles et BH4 

dans cette deuxième expérience. L‟administration de BH4 ne modifie pas l‟activité 

ambulatoire, très dépendante de la DA, réduit l‟activité non ambulatoire spontanée et 

n‟affecte pas la réponse à l‟AMPH. Ces données suggèrent donc que l‟effet de la BH4 sur 

la locomotion pourrait être DA-indépendant et plutôt être médié par d‟autres mécanismes 
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indirects impliqués dans l‟activité des animaux comme l‟état de vigilance ou éveil 

(« arousal ») ou encore l‟anxiété. Le locus coereleus (LC), qui est la source principale de la 

noradrénaline au niveau du SNC, est impliqué dans le contrôle de l‟attention, de l‟éveil 

ainsi que du sommeil via ses projections sur les noyaux du raphé, l‟hypothalamus et le 

néocortex. Or la voie de synthèse de la BH4 est fortement exprimée dans les neurones 

noradrénergiques du LC, en raison de son rôle de cofacteur des enzymes impliquées dans la 

production de noradrénaline (la PAH et TH) (Dassesse et al., 1997; Kaneko et al., 2001). Il 

a été montré par des manipulations optogénétiques que l‟activation des neurones du LC 

induisait des perturbations de l‟activité spontanée en lien avec des modifications de l‟état 

de vigilance (Carter et al., 2010). Il est donc possible que l‟injection de BH4 soit 

responsable d‟une augmentation de la synthèse de noradrénaline dans le LC et agisse sur 

l‟état d‟éveil des animaux influençant ainsi leurs activités non locomotrices. On peut 

également citer des mécanismes périphériques pouvant influencer la locomotion, 

notamment le NO qui peut moduler l‟activité du réseau locomoteur spinal (Foster et al., 

2014). Ces résultats contradictoires sur la locomotion obtenus en réponse à l‟injection 

d‟AMPH indiquent que des études complémentaires sont nécessaires afin de conclure de 

façon définitive. En particulier, la mesure de l‟activité des animaux dans leurs propres 

cages permettrait de s‟affranchir des biais de nouveauté du contexte et d‟anxiété (York et 

al., 2013). 

Cependant, cette expérience complémentaire nous a permis de confirmer que la BH4 ne 

modifiait pas la locomotion spontanée. L‟absence d‟effet du traitement chronique en BH4 

sur la locomotion en open-field chez les souris NonTg et 3xTg-AD, présentée dans le 

chapitre 3, renforce cette conclusion et indique que la BH4 administrée de façon aiguë ou 

chronique n‟influence pas la locomotion spontanée. La seule étude ayant étudié les effets de 

l‟administration de BH4 sur la locomotion rapporte également que des doses allant jusqu‟à 

100 mg/kg n‟affectent pas la locomotion (Asami and Kuribara, 1989). La BH4 semble donc 

ne pas induire d‟hyperlocomotion ce qui, étant donné le potentiel addictif des drogues 

psychostimulantes telles que l‟AMPH, renforce l‟utilisation thérapeutique sans risque de la 

BH4. Enfin, l‟absence d‟une augmentation de l‟hyperlocomotion induite par l‟AMPH suite 

à l‟administration de BH4 renforce la spécificité de l‟augmentation de la motivation que 

nous avons observée. L‟étude des effets de la BH4 dans une tâche motivationnelle de 
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poussée continue, tâche demandant aux animaux de maintenir un appui de plus en plus 

long, permettrait de confirmer que l‟effet pro-motivationnel de la BH4 n‟est pas reliée à 

une augmentation de l‟activité locomotrice des animaux.  

 

En conclusion, l‟injection de BH4 à la dose de 50 mg/kg chez la souris permet d‟augmenter 

les stocks pré-synaptiques de DA sans affecter la libération spontanée, d‟augmenter la 

motivation des animaux sans affecter la locomotion. Ces résultats ouvrent la voie vers 

l‟étude des effets de la BH4 dans des situations d‟hypodopaminergie. Nous nous sommes 

particulièrement intéressés aux désordres motivationnels en lien avec la neuroinflammation 

dans ces travaux, mais le potentiel de la BH4 dans le traitement de la maladie de Parkinson, 

caractérisée par une dégénérescence des neurones dopaminergiques, est également un axe 

de recherche prometteur. En effet, des niveaux diminués des bioptérines totales et de la 

BH4 ont été observés à plusieurs reprises dans le LCR de patients parkinsoniens (Foxton et 

al., 2007; Ichinose et al., 2017; Lovenberg et al., 1979b). Une supplémentation en BH4 

pourrait permettre de stimuler la synthèse de DA mais également de ralentir la mort 

neuronale via une régulation de l‟inflammation et du stress oxydatif.  

 

 

c) Effets de l’administration aiguë et chronique de BH4 sur la neuroinflammation  

Les modèles d’inflammation utilisés 

Nous avons choisi d‟utiliser un modèle de neuroinflammation induite par le LPS pour 

étudier l‟effet d‟une administration aiguë de BH4 (50 mg/kg). Le LPS est une endotoxine 

présente sur la membrane externe des bactéries gram-négative telles qu‟Escherichia coli. 

Le modèle d‟injection de LPS, avec des doses allant de 100 à 1000 µg/kg, est couramment 

utilisé pour étudier la réponse immunitaire centrale chez l‟animal. L‟administration i.p. de 

LPS induit une augmentation de la production des cytokines pro-inflammatoires telles que 

IL-1β, IL-6 et TNF-α par les macrophages et les monocytes en périphérie et les microglies 

au niveau du cerveau (Bluthé et al., 1994; Layé et al., 1994, 2000). Nous avons utilisé la 

dose de 830 µg/kg dans cette étude car elle est connue pour induire une neuroinflammation 

résiduelle 24 heures après injection s‟accompagnant de déficits comportementaux (Frenois 
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et al., 2007; O‟Connor et al., 2009). Nous avons également étudié l‟effet d‟une 

administration chronique de BH4 à 15 mg/kg dans le modèle triple transgénique de la 

maladie d‟Alzheimer (3xTg-AD). Sans être un modèle de neuroinflammation, des 

perturbations du système immunitaire périphérique et central ont été observées chez les 

souris 3xTg-AD (Caruso et al., 2013; Guedes et al., 2014; Janelsins et al., 2008; Marchese 

et al., 2014; Montacute et al., 2017; St-Amour et al., 2014), avec en particulier une 

augmentation de l‟activation microgliale et astrocytaire (Caruso et al., 2013) ainsi qu‟une 

hyper réactivité immunitaire lors d‟une infection aiguë (Montacute et al., 2017).  

Potentiels mécanismes impliqués dans la diminution de l’expression des cytokines pro-

inflammatoires 

Nos principaux résultats dans le modèle LPS sont la diminution de l‟expression génique des 

cytokines pro-inflammatoires IL-1β et TNF-α par l‟injection de BH4 chez les animaux 

ayant préalablement reçu du LPS. Nos résultats mettent également en évidence une 

diminution de l‟expression de l‟IL-1β après un traitement chronique en BH4 dans le modèle 

3xTg-AD. Il faut noter que l‟effet anti-inflammatoire de la BH4 chez les souris 3xTg-AD 

est moins prononcé que dans le modèle d‟injection de LPS. Ainsi, la BH4 semble avoir 

moins d‟effet sur les cytokines pro-inflammatoires lorsque l‟expression de celles-ci est peu 

élevée. Ces résultats démontrent donc que la BH4 a surtout un effet anti-inflammatoire lors 

d‟une inflammation mais que ces effets en conditions non-inflammatoires sont minimes. 

Plusieurs mécanismes peuvent être impliqués dans la diminution de l‟expression des 

cytokines pro-inflammatoires par la BH4. 

 

L‟un de ces mécanismes est très probablement la régulation du stress oxydatif. Tout 

d‟abord la BH4 est une molécule facilement oxydable, ce qui lui confère un pouvoir anti-

oxidant naturel (Bendall et al., 2014; Werner et al., 2011). De plus, la BH4 permet la 

dimérisation ou couplage des NOS et donc la synthèse de NO. En revanche, l‟absence de 

BH4 induit une synthèse de dérivés réactifs de l‟oxygène (ROS) par les NOS au détriment 

du NO (Landmesser et al., 2003; McNeill et al., 2015; Werner et al., 2011). De nombreuses 

études ont montré que la supplémentation en BH4 permettait une diminution de 

l‟inflammation via l‟augmentation de la dimérisation des NOS au niveau vasculaire 

(Antoniades et al., 2011; McNeill and Channon, 2012; Schmidt et al., 2010). Nous n‟avons 
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pas observé d‟augmentation de l‟expression des NOS après injection de BH4, la 

quantification des formes monomérisés et dimérisés en Western-Blot permettrait 

d‟appronfondir cet aspect et d‟étudier leurs fonctionnalités. Cela permettrait d‟établir 

d‟établir si l‟effet anti-inflammatoire de la BH4 dans nos modèles est médié, au moins en 

partie, par une augmentation de la dimérisation des NOS. Cependant, cette mesure de 

dimérisation, réalisée couramment dans des modèles cellulaires in vitro, est plus difficile à 

effectuer sur homogénats de cerveaux.  

 

Des études d‟inactivation génétique de la GCH1 dans les macrophages ont permis de 

confirmer ce rôle de la BH4 dans la fonction des NOS mais également de mettre en 

évidence que la BH4 était nécessaire à l’activation du facteur de transcription Nrf2 

(Nuclear factor-like 2) (McNeill et al., 2015). Nrf2, lorsqu‟il est actif, se lie à des éléments 

de réponses antioxydant en amont des promoteurs et permet l‟initiation de la synthèse de 

nombreuses protéines antioxidante et cytoprotective telle que les quinones réductases, la 

glutathione transférase et l‟hème oxygénase (Ahmed et al., 2017). A l‟inverse, 

l‟inactivation de Nrf2 chez la souris provoque une importante augmentation de 

l‟inflammation induite par le LPS (Thimmulappa et al., 2006). L‟étude de la voie Nrf2 ainsi 

que des marqueurs oxydatifs tels que la 3-nitrotyrosine, la carbonylation des protéines et 

l‟oxydation des lipides, en réponse à l‟injection de BH4 dans nos modèles permettrait de 

confirmer l‟implication de cette voie dans les effets anti-inflammatoires de la BH4.  

 

L‟effet anti-inflammatoire de la BH4 pourrait également être médié par l’augmentation de 

la DA. En effet, la DA participe à la régulation du système immunitaire périphérique et 

central (Sarkar et al., 2010). Des récepteurs dopaminergiques présents sur la surface des 

cellules microgliales permettent la régulation leurs migrations et fonctions (Chang and Liu, 

2000; Färber et al., 2005). Il a été montré sur des cultures d‟astrocytes, de microglies et de 

macrophages immortalisés que la liaison de la DA à ces récepteurs induit une diminution de 

la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Shao et al., 2013; Yang et al., 2017). 

L‟administration d‟un agoniste dopaminergique permet également de diminuer l‟activation 

astrocytaire et microgliale dans un modèle de dégénérescence dopaminergique induit par le 

MPTP (Shao et al., 2013). A l‟inverse, l‟inactivation génétique des récepteurs 
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dopaminergiques microgliaux induit une augmentation de la production de cytokines pro-

inflammatoires en condition basale et lors d‟une stimulation au LPS (Shao et al., 2013; Yan 

et al., 2015). En particulier, la DA permet de diminuer la production de cytokines via 

l‟activation de facteur de transcription par une signalisation D2-dépendante (Shao et al., 

2013) et de réguler la réponse immunitaire via le récepteur D1 en augmentant la 

dégradation du complexe NLRP3-inflammasome (Yan et al., 2015). L‟activation du 

complexe NLRP3-inflammasome permet la maturation et la sécrétion d‟IL-1β via 

l‟activation de la caspase 1 et est fortement impliquée dans la mise en place et la 

maintenance de l‟inflammation (Davis et al., 2011; Martinon et al., 2009; Song et al., 

2017). Il est intéressant de noter que le NO peut également induire une dégradation du 

complexe NLRP3 inflammasome (Mao et al., 2013; Mishra et al., 2013) renforçant le 

potentiel de la BH4 à inhiber ce complexe et donc la production d‟IL-1β. La caractérisation 

des ces trois mécanismes en western-blot dans nos modèles permettraient de confirmer ou 

infirmer ces hypothèses.    

Pertinence du modèle LPS pour l’étude des effets de la BH4 sur les déficits 

motivationnels en lien avec des perturbations dopaminergiques 

Au niveau comportemental 

 

Le modèle LPS est couramment utilisé chez l‟Homme et l‟animal comme modèle 

d‟induction par l‟inflammation de comportements de type dépressifs (Mello et al., 2013; 

O‟Connor et al., 2009; Yirmiya et al., 2001). L‟administration de LPS (0.4 à 1 ng/kg) chez 

des volontaires sains diminue l‟effort fourni par les sujets lors de tâches motivationnelles 

cognitives (Lasselin et al., 2017) et provoque une augmentation du score de mesure de la 

dépression sur l‟échelle MADRS, essentiellement en raison d‟une augmentation dans les 

items évaluant la fatigue, la motivation et l‟anhédonie (DellaGioia et al., 2013; Hannestad 

et al., 2011). Chez l‟animal, les comportements de types dépressifs observés incluent 

l‟anhédonie, souvent mesurée par la préférence au sucrose, et la résignation caractérisée par 

l‟augmentation de l‟immobilité en TST ou FST (Dantzer et al., 2008; O‟Connor et al., 

2009). Des déficits motivationnels ont également été observés, avec une perturbation de la 

motivation en PRx2 et en tâche concurrente 24 heures après une injection de LPS à 0.33 

mg/kg  (Vichaya et al., 2014, 2018). Cependant, la persistance d‟un comportement de 
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maladie induit par le LPS peut être un important biais dans ces mesures et la ségrégation 

complète de ces comportements observée dans certaines études (André et al., 2014; Mello 

et al., 2013; O‟Connor et al., 2009) n‟est pas systématiquement retrouvée (Berg et al., 2004; 

Biesmans et al., 2013, 2016; Salazar et al., 2012).  

 

Nos résultats comportementaux montrent des effets contrastés du LPS 24 heures après son 

injection. Nous observons une diminution marquée de la locomotion spontanée et sous 

amphétamine ainsi qu‟une diminution de la longueur des bursts lors de la consommation de 

sucrose. La longueur des bursts lors de la consommation d‟une solution appétitive est 

représentative du plaisir ressenti par les animaux en faisant donc un marqueur hédonique 

reconnu (Gaillard and Stratford, 2016). En revanche, nous n‟avons pas observé 

d‟augmentation de l‟immobilité en TST ni de diminution de la consommation de sucrose 

pourtant retrouvés dans de nombreuses études. Nous n‟avons également pas observé de 

déficit de la motivation en conditionnement opérant. Au vu de nos résultats, mais 

également en raison des variations expérimentales importantes des effets comportementaux 

de l‟injection de LPS, le modèle d‟inflammation aiguë induit de LPS apparait comme limité 

pour l‟étude des déficits motivationnels associés à la neuroinflammation.  

 

Au niveau de la synthèse de DA 

 

Les effets du LPS sur la synthèse et la libération de DA ne sont pas très bien définis dans la 

littérature. Certaines études montrent une augmentation de la dégradation de la DA et une 

diminution de sa libération en microdialyse après injection de LPS (van Heesch et al., 2014; 

Mauriño et al., 2010) alors que d‟autres montrent une augmentation de la synthèse et de sa 

libération (Dunn, 1992, 2006; Guo et al., 2016; Lacosta et al., 1999). Ces différences se 

retrouvent dans les études chez l‟Homme qui rapportent une diminution de l‟activité du 

striatum ventral en réponse à une récompense (Eisenberger et al., 2010; Harrison et al., 

2015) ou au contraire une augmentation de la libération de DA induite par la 

méthylphenidate (psychostimulant proche de l‟AMPH) (Petrulli et al., 2017). Cela 

s‟explique vraisemblablement par des effets différents de l‟inflammation aiguë sur le 

système dopaminergique à court et long terme. Les effets sur le système dopaminergique 

diffèrent également entre l‟inflammation aiguë et chronique. Notamment, il est décrit que 
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l‟administration d‟INF-α chronique chez le primate induit une augmentation de la libération 

de DA sous AMPH pendant les deux premières semaines de traitement, suivie d‟une 

diminution de celle-ci après 4 semaines (Felger et al., 2007, 2015). Cette effet tardif sur la 

libération de DA est restauré par l‟administration de L-DOPA, le précurseur de la DA 

(Felger et al., 2015). Ces données suggèrent donc que l‟inflammation aiguë et chronique 

induisent à court-terme une augmentation de la DA et qu‟une neuroinflammation chronique 

persistante conduit à l‟inverse à une diminution de la synthèse de la DA (Felger and Miller, 

2012a). L‟inflammation apparait donc comme un processus dynamique ayant des 

conséquences sur le système dopaminergique qui varient au cours du temps. Les 

différences d‟effets comportementaux obtenus après injection de LPS sont donc à mettre en 

relation avec des effets cérébraux variables selon les doses injectées et des délais entre 

l‟injection et les mesures comportementales qui diffèrent selon les études.  

 

Au niveau conceptuel : l’inflammation aiguë et chronique ont-elles les mêmes effets sur la 

motivation ?  

 

Le modèle LPS est premier modèle pré-clinique ayant permis d‟étudier les effets de 

l‟inflammation sur la fonction cérébrale et le comportement. Les travaux sur ce modèle ont 

en particulier permis d‟identifier des voies impliquées dans la mise en place de 

comportements de type dépressifs (Dantzer, 2017). Son importance et sa validité historique 

ne sont pas remises en question ici mais nous nous interrogerons sur sa pertinence dans 

l‟étude des troubles dopaminergiques et motivationnels. En effet, il existe une différence 

conceptuelle importante entre inflammation aiguë et chronique qui ne doit pas être 

négligée. La réponse inflammatoire aiguë est un processus physiologique adaptatif 

permettant à l‟organisme d‟éliminer le pathogène et assurant donc sa survie. En revanche, 

l‟activation immunitaire chronique est un processus pathologique n‟ayant pas de fonction 

particulière mais qui peut, à terme, induire des altérations du fonctionnement cérébral et 

mener à différents symptômes. Cette différence conceptuelle a des conséquences 

comportementales importantes pouvant affecter les processus motivationnels. En effet, 

nous avons décrit la motivation, dans le chapitre 1 de cette thèse, comme un processus 

permettant aux organismes d‟aller vers les stimuli positifs et d‟éviter les stimuli négatifs. 

Cette motivation à aller vers certains stimuli est en partie dépendante de l‟état 



 

220 

physiologique de l‟organisme (j‟ai faim, je vais donc engager un comportement dirigé vers 

une récompense alimentaire) (Bailey et al., 2016). En situation d‟inflammation aiguë et du 

comportement de maladie qui l‟accompagne, l‟organisme va donc réévaluer ses priorités et 

diriger son comportement vers des stimuli nécessaires à sa survie (je suis malade, je vais 

me reposer, préserver mon énergie, adapter mon alimentation) au détriment d‟autres stimuli 

ayant habituellement une haute valeur motivationnelle.  

 

Plusieurs études chez l‟animal ont montré que l‟inflammation aiguë (induite par le LPS ou 

l‟injection de cytokines pro-inflammatoires) diminuait la quantité totale d‟effort que les 

animaux fournissaient dans les tâches motivationnelles sans altérer la consommation de la 

récompense lorsque celle-ci est proposée gratuitement (Nunes et al., 2014; Vichaya et al., 

2014, 2018; Yohn et al., 2016). Ces études semblent indiquer que l‟inflammation aiguë 

augmente la perception de l‟effort que les animaux doivent fournir sans altérer la valeur 

hédonique perçue de la récompense. En revanche, ces études rapportent des résultats 

contradictoires dans des tâches concurrentes (choix entre une récompense élevée associée à 

un coût élevé en concurrence avec une récompense moins attractive associée à un coût plus 

faible). Les travaux du groupe de Salamone montrent que l‟inflammation induit un choix 

préférentiel des animaux pour la récompense la plus faible alors que les travaux de Dantzer 

et son équipe montrent que l‟inflammation induit un transfert du choix des animaux vers la 

récompense la plus élevée (Vichaya et al., 2014). Il faut souligner la différence de 

paradigmes utilisés dans ces études. Alors que Salamone met en concurrence la récompense 

à coût élevé avec de la nourriture disponible gratuitement, Dantzer utilise deux 

récompenses demandant un effort plus ou moins élevé. Les animaux vont donc 

préférentiellement vers une nourriture gratuite quand cela est possible et vont sinon choisir 

d‟aller vers une récompense qui mérite d‟investir un effort pour son obtention. Ces études, 

au premier abord contradictoires, démontrent bien ensemble que la réponse motivée lors 

d‟une inflammation aiguë est flexible et permet de s‟adapter à l‟environnement. Cette 

adaptation est également illustrée par l‟étude du comportement de nidification de mère avec 

leurs souriceaux en réponse à une injection de LPS (Aubert, 1999). Il est ainsi montré que 

la nidification est fortement diminuée après l‟injection de LPS au profit du comportement 

de maladie. Cependant si la pièce est refroidie à 6°C, température mettant en péril la vie des 
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souriceaux, les mères surmontent le comportement de maladie et engagent un 

comportement de nidification aussi efficace que les souris contrôles. Il semble donc que 

l‟inflammation aiguë, plutôt que d‟entrainer une altération générale de la motivation, induit 

une réorientation de celle-ci afin de permettre à l‟organisme de s‟adapter et de surmonter 

l‟état de maladie.   

 

En revanche, en situation de neuroinflammation chronique, il n‟existe aucun impératif 

physiologique interne nécessitant d‟adaptation comportementale. Les modifications des 

comportements apparaissant alors sont pathologiques, telles que la survenue de fatigue et 

d‟altérations de la motivation observés chez l‟Homme lors de traitement par des cytokines 

pro-inflammatoires (Capuron et al., 2002; Felger et al., 2013b). Cependant, l‟effet de 

l‟inflammation chronique sur la motivation est assez peu étudié chez l‟animal. Felger et son 

équipe montrent cependant une diminution de la motivation pour l‟obtention de sucrose lors 

d‟une tâche cognitive chez des singes traités chroniquement à l‟interferon-α (Felger et al., 

2007).  

 

A l‟heure actuelle, il n‟existe pas de modèle murin d‟inflammation chronique validé par 

l‟ensemble de la communauté scientifique pour l‟étude des troubles dopaminergiques et 

motivationnels induit par la neuroinflammation chronique. Au vu de ces travaux de thèse et 

de la littérature récente, les modèles d‟inflammation aiguë, dont le modèle LPS, qui 

semblaient prometteurs car ayant permis d‟identifier des voies impliquées dans la survenue 

de comportements dépressifs, ne sont finalement peut-être pas adaptés à l‟étude des 

dérégulations de la motivation et de la dopamine induites par l‟inflammation. Récemment, 

des chercheurs ont essayé de modéliser les effets d‟une inflammation chronique par des 

injections répétées de LPS à de faibles doses n‟induisant pas de désensibilisation et 

d‟internalisation des récepteurs TLR4 survenant après leurs liaisons avec le LPS (Krishna 

et al., 2016; Kubera et al., 2013). Cependant, les altérations comportementales semblent 

variables et ne pas être reliées à des altérations des monoamines centrales (Krishna et al., 

2016). Les modèles d‟injection chronique de cytokines sont également une possibilité, des 

études cliniques et pré-cliniques montrant des perturbations du comportement en lien avec 

des perturbations dopaminergiques (Capuron et al., 2012; Felger et al., 2013b; Hoyo-
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Becerra et al., 2014; Udina et al., 2016). Cependant, les études d‟injection chronique 

d‟INF-α (recombinant humain ou murin) chez la souris ont obtenues des résultats décevants 

ne reproduisant pas les altérations observées chez l‟Homme (Loftis et al., 2006).  Enfin, les 

modèles de stress chronique paraissent assez prometteurs pour l‟étude des déficiences 

dopaminergiques et motivationnelles en lien avec l‟inflammation. En effet, une 

augmentation de la neuroinflammation est souvent observée dans ces modèles murins de 

dépression (Farooq et al., 2012; Grippo et al., 2005; Kubera et al., 2011; Menard et al., 

2017) et les différences dans la réponse immunitaire face au stress sont un facteur 

déterminant dans la susceptibilité ou la résilience dans le modèle de stress social chronique 

(Hodes et al., 2014). Il a par exemple été démontré que le stress social chronique entrainait 

une augmentation de l‟inflammation dans le NAcc des souris susceptibles qui n‟était pas 

retrouvée chez les souris résilientes au stress (Menard et al., 2017). De plus, cette 

augmentation de l‟inflammation dans le NAcc, reproduite via une induction virale de 

perméabilité de la BHE, est suffisante pour induire des comportements de type dépressifs 

(Menard et al., 2017). Le système dopaminergique apparait donc comme particulièrement 

vulnérable. Des altérations du système dopaminergique mésolimbiques lors du stress ont 

été mises en évidence, en particulier par les travaux de Nestler et son équipe (Han and 

Nestler, 2017). Il est également décrit que la stimulation par optogénétique des neurones 

dopaminergiques de la VTA permet de rétablir les déficits de type dépressifs induit par un 

stress chronique (Tye et al., 2013). En revanche, la stimulation du système dopaminergique 

lors du stress favorise la susceptibilité au stress de défaite sociale (Chaudhury et al., 2013). 

Ensemble ces travaux montrent que le stress chronique modifie l‟activité du système 

dopaminergique mésolimbique à court et long terme menant à des perturbations 

comportementales. L‟étude des comportements motivés et de l‟effet d‟une administration 

chronique de BH4 suite dans ces modèles permettrait d‟approfondir le potentiel 

thérapeutique de la BH4. L‟effet du stress sur le métabolisme du BH4 n‟étant pas connu, il 

serait également très intéressant de mesurer dans un premier temps les niveaux de BH4 

dans ces modèles.  
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d) Le BH4 comme traitement de la maladie d’Alzheimer ?  

Le résultat majeur de notre deuxième partie est la restauration des capacités mnésiques chez 

les souris 3xTg-AD à l‟aide du test de reconnaissance d‟objet. De nombreux aspects de 

cette étude ont été discutés dans le chapitre 3 et ne seront pas repris ici. Nous avons postulé 

que l‟amélioration mnésique pouvait être reliée à une diminution de l‟inflammation, et en 

particulier de l‟interleukine 1β, chez les souris sous diète contrôle ainsi qu‟à une 

amélioration métabolique de la tolérance au glucose principalement chez les souris sous 

diète hyper-lipidique. Même si nous n‟avons pas montré de lien causal entre l‟amélioration 

mnésique et les effets sur l‟inflammation de la BH4, cette hypothèse est soutenue par des 

études démontrant que le blocage de l‟IL-1β restaure les déficits mnésiques observés dans 

des modèles murin de la maladie d‟Alzheimer (Heneka et al., 2013; Kitazawa et al., 2011). 

En particulier, la diminution d‟IL-1β permet d‟orienter les microglies vers un phénotype 

phagocytaires (ou M2) peu inflammatoire. En effet, comme décrit dans le chapitre I, il est 

postulé que les microglies changent de phénotype au cours de la maladie d‟Alzheimer. Tout 

d‟abord phagocytaires (phénotype M2), elles auraient au début de la maladie un rôle 

bénéfique en permettant la dégradation des peptides amyloïdes, puis s‟orienteraient au fil 

de la maladie vers un phénotype inflammatoire non phagocytaire (M1) et deviendraient 

donc délétères en augmentant la sécrétion de cytokine pro-inflammatoires (Füger et al., 

2017; Heneka, 2017; Krabbe et al., 2013). La BH4 en inhibant la production d‟IL-1β mais 

également en activant la voie Nrf2 comme décrit au début de la discussion pourrait donc 

favoriser un phénotype M2 et faire ainsi persister les bénéfices de la fonction microgliales à 

des stades plus avancés de la maladie. Cette stratégie thérapeutique de contrôle du 

phénotype microgliale est d‟ailleurs proposée par certains auteurs (Heneka, 2017; Tang and 

Le, 2016). Des études par cytométrie de flux du phénotype microglial après injection de 

BH4 permettraient de confirmer cette hypothèse. Il est cependant important de noter que la 

ségrégation M1/M2 est caricaturale et que les microglies ont plutôt un « dégradé » de 

phénotypes (Dubbelaar et al., 2018; Ransohoff, 2016). Les effets bénéfiques d‟une 

amélioration métabolique sur la mémoire ont également été démontrés dans divers modèles 

de la maladie d‟Alzheimer (Vandal et al., 2014; Walker et al., 2017). En particulier, 

l‟administration d‟insuline périphérique permet d‟améliorer la mémoire des souris 3xTg-

AD en reconnaissance d‟objet ainsi que le clairance d‟Aβ (Vandal et al., 2014). Or nous 
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avons montré que la BH4 permettait d‟améliorer la tolérance au glucose. La mesure de la 

réponse à l‟insuline centrale et périphérique, l‟activation du tissu adipeux brun et la 

néoglucogénèse hépatique permettrait de caractérisation plus complète des effets 

périphériques et centraux de la BH4 sur le métabolisme.  

 

Cependant, bien que les changements inflammatoires et métaboliques soient souvent 

accompagnés d‟amélioration des pathologies amyloïdes et tau dans la littérature, nous 

n‟observons pas de telles améliorations dans notre étude. Comme discuté dans le chapitre 3, 

un traitement plus précoce et surtout plus long est requis avant de pouvoir conclure sur 

l‟effet de la BH4 sur l‟agrégation des peptides amyloïdes et l‟hyperphosphorylation de la 

protéine tau. Le blocage de l‟IL1β a été montré comme induisant une amélioration de la 

clairance de l‟amyloïde β (Heneka et al., 2013) et de la diminution de la phosphorylation de 

tau (Kitazawa et al., 2011) et l‟injection d‟insuline induit également une amélioration de la 

clairance des peptides Aβ (Vandal et al., 2014). Des tests préliminaires d‟incubation de 

BH4 sur des cultures de neurones immortalisés sur-exprimant la protéine tau ont mis en 

évidence une diminution de la phosphorylation de tau pour des doses de BH4 de 5 et 10 µM 

et renforce l‟idée qu‟un traitement en BH4 plus long pourrait avoir des effets bénéfiques sur 

ce mécanisme pathologique.  

 

 
Figure 19 : Illustration de l’expérience préliminaire d’incubation de doses croissantes de BH4 

(de 0 à 25 µM pendant 3 heures) sur des cultures immortalisées de neurones sur-exprimant la 

protéine tau humaine (cellules SH-SY5Y 3R-Tau, provenant du Dr. Luc Buée). La quantité de 

phosphorylations (pSer369/404, PHF1) de la protéine tau humaine et sa quantité totale ont été 

mesurées par Western-Blot. Le graphique à droite représente le ratio de la phosphorylation sur la 

quantité totale de protéine (n=1 par puit).  
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Ces expériences préliminaires sont prometteuses quant à la possibilité qu‟un traitement à 

plus long terme en BH4 diminue la phosphorylation de la protéine tau. Comme décrit dans 

le chapitre 1, le phosphorylation des différents épitopes de la protéine tau peut être 

modifiée par de nombreux facteurs incluant la température (Gratuze et al., 2017; Tournissac 

et al., 2017). L‟utilisation d‟une anesthésie à la kétamine/xylazine dans notre étude peut 

donc avoir induit une importante variabilité du fait de la diminution de la température 

corporelle des animaux endormis masquant l‟effet de la BH4. Une mesure de la quantité 

d‟enchevêtrements neurofibrillaires permettrait de nous affranchir de l‟effet température, 

cependant il semble peu probable qu‟un traitement court de 10 jours puisse avoir un effet 

sur ce paramètre. 

Les améliorations mnésiques que nous observons pourraient également être liées à d‟autres 

mécanismes que nous n‟avons pas explorés. L‟injection intracérébroventriculaire de la BH4 

a récemment été démontrée comme facilitant la potentialisation à long terme 

hippocampique via la signalisation NO (Latini et al., 2018). Nous n‟avons 

malheureusement pas pu mesurer le niveau hippocampique de NO dans notre étude pour 

des raisons techniques. Il serait intéressant de réaliser cette mesure ainsi qu‟une étude 

électrophysiologique chez les souris 3xTg-AD après traitement en BH4 pour déterminer si 

l‟effet bénéfique de la BH4 sur la mémoire est médiée par une potentialisation synaptique. 

Il a également été montré que la BH4 pouvait augmenter le débit sanguin cérébral (Cherian 

et al., 2004; Mayhan and Arrick, 2017). Or les déficits vasculaires cérébraux participent à la 

progression de la maladie comme décrit dans le chapitre 1. Un découplage de l‟unité 

neurovasculaire a été observé dans l‟hippocampe des souris 3xTg-AD avec une diminution 

de la signalisation NO, une augmentation du stress oxydatif et une diminution de débit 

sanguin cérébral (Lourenço et al., 2017). Une littérature assez importante décrit des effets 

positifs de la BH4 sur ces paramètres (Bendall et al., 2014; Santhanam et al., 2012a). Nous 

n‟avons pas observé d‟effet de la BH4 sur la quantité totale de NO cérébrale (mesurée via 

la quantité de nitrites et nitrates). Cependant les études décrivant une augmentation de la 

quantité de NO suite à l‟administration de BH4 à des doses similaires, étudient le NO de 

façon spécifique dans l‟endothélium grâce à l‟isolation des vaisseaux sanguins cérébraux 

par déplétions capillaires (Santhanam et al., 2012a). Il est donc possible qu‟en étudiant les 

taux de NO dans le parenchyme cérébral total, nous ayons manqué une amélioration 
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spécifique à l‟endothélium. Malgré des tentatives de mise au point de mesure du débit 

sanguin cérébral, nous n‟avons pas réussi à mesurer ce paramètre qui nous aurait permis de 

déterminer si la BH4 augmentait la perfusion sanguine cérébrale. Nous ne pouvons pas 

exclure que l‟amélioration mnésique observée soit également reliée à une correction du 

débit sanguin cérébral et une amélioration de la fonction endothéliale par la BH4. De 

futures études sont nécessaires pour mieux comprendre les effets de la BH4 sur la 

pathologie vasculaire dans la maladie d‟Alzheimer. Par exemple, l‟étude du débit sanguin 

cérébrale chez les souris 3xTg-AD après injection de BH4, via l‟utilisation des nouvelles 

techniques de doppler en ultrasons rendant possible un enregistrement du débit sanguin 

cérébral chez l‟animal vigile sans utilisation d‟agent de contraste (Tiran et al., 2017), 

permettrait de déterminer si la BH4 améliore la vascularisation cérébrale lors de tâches 

cognitives comme la reconnaissance d‟objet. En effet, au vu de l‟importance des déficits 

vasculaires dans la progression de la maladie et de l‟effet de la BH4 sur la fonction 

endothéliale, ce bénéfice paraît de première importance.   

 

Enfin, nous n‟observons pas de différence de la quantité totale de DA tissulaire striatale 

entre les souris 3xTg-AD et NonTg suggèrent que les souris 3xTg-AD n‟ont pas de déficits 

dopaminergiques. Or une étude de la libération de DA dans le cortex insulaire des souris 

3xTg-AD en microdialyse in vivo a permis de mettre en évidence une importante 

diminution de la libération de DA lors du test de reconnaissance d‟objet (Guzmán-Ramos et 

al., 2012). La même équipe a également observé une forte diminution de la libération de 

DA dans l‟hippocampe ventral des souris 3xTg-AD suite à une stimulation au KCl alors 

même que la libération basale n‟était pas différente de celle des souris contrôles (Romano 

et al., 2015). L‟absence de différence de quantité tissulaire de DA entre les souris 3xTg-AD 

et NonTg, semble donc plutôt indiquer que les déficits dopaminergiques dans ce modèle 

sont trop subtils pour être observés par une mesure tissulaire. Il est également possible que, 

contrairement au cortex et à l‟hippocampe, la DA au niveau du striatum ne soit pas affectée 

chez la souris 3xTg-AD.  L‟étude de la libération de DA en micro-dialyse in vivo dans 

l‟hippocampe ou le cortex insulaire des souris 3xTg-AD permettrait donc une 

caractérisation plus précise de l‟effet de la BH4 sur la DA dans ce modèle et pourrait mettre 

en évidence une amélioration des déficits mis en évidence par d‟autres équipes.  
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L‟effet à long terme de la BH4 sur les pathologies amyloïde et tau mérite d‟être exploré, 

mais, même si la BH4 ne permet pas de diminuer ces pathologies et n‟a pas de vertu 

curative, elle reste une molécule ayant un potentiel thérapeutique symptomatique. Il est 

important de noter que les médicaments symptomatiques existants viennent d‟être exclus 

du remboursement en France en raison de leurs faibles ratios bénéfices/risques. La dernière 

mise sur le marché d‟un médicament symptomatique de la maladie d‟Alzheimer remonte à 

plus de 20 ans. La BH4 dispose déjà d‟une autorisation de mise sur le marché pour le 

traitement des déficience génétique de ses enzymes de synthèse et de nombreux études 

cliniques ont démontrés son efficacité (Frye et al., 2010). En plus d‟alléger les symptômes 

mnésiques, la BH4 pourrait avoir des effets bénéfiques sur les symptômes motivationnels et 

en particulier l‟apathie observée chez de nombreux patients Alzheimer (Siafarikas et al., 

2018; Zhao et al., 2016).  

 

e) Implications cliniques  

Au vu des résultats de ces travaux de thèse, la BH4 apparaît donc comme ayant un potentiel 

thérapeutique prometteur pour le traitement de maladie à composante inflammatoire telle 

que la maladie d‟Alzheimer et les troubles motivationnels. Bien qu‟ayant démontré que la 

BH4 traversait la BHE, nos travaux ne permettent pas de déterminer si ce passage 

s‟effectue sous forme totalement réduite (BH4) ou partiellement oxydée (BH2). En effet, 

une fois injectée, la BH4 peut rapidement être oxydée en BH2 dans l‟organisme, et 

l‟équilibre entre BH4 et BH2 est difficilement contrôlable. Des études in vitro suggèrent un 

passage préférentiel du BH2 à travers les membranes plasmiques cellulaires (Ohashi et al., 

2011). Des études comparant les taux cérébraux de bioptérine après l‟administration de 

BH4 et de BH2 en périphérie permettraient de déterminer quelle forme est la plus 

appropriée à une administration thérapeutique. Les coûts élevés de la synthèse de la BH4 en 

laboratoire et son faible passage périphérique vers le compartiment central impliquant 

l‟administration de doses importantes aux patients pour obtenir un effet thérapeutique, 

laissent penser qu‟il pourrait être judicieux d‟étudier des molécules permettant d‟augmenter 

sa synthèse ou son recyclage. L‟acide folique (vitamine B) par exemple, et en particulier 

son métabolites actifs le 5-methyltetrahydrofolate, semble diminuer l‟oxydation de la BH4 
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et d‟augmenter le recyclage du BH2 en BH4 via l‟augmentation de la synthèse et de la 

fonction de la DHFR (Antoniades et al., 2011; Chalupsky et al., 2015; Hyndman et al., 

2002; Miller, 2008). De plus, des essais cliniques ont montré l‟efficacité du L-methylfolate 

pour le traitement des symptômes résiduels chez des patients dépressifs sous SSRI 

(Ginsberg et al., 2000; Papakostas et al., 2012).  Les travaux de Katusic et son équipe ont 

également montré que l‟injection d‟un agoniste du récepteur PPARδ (peroxisome 

proliferator-activated receptor delta), un récepteur exprimé dans toute la vasculature 

régulant l‟expression de gène impliqué dans l‟oxydation des acides gras et la thermogénèse, 

permettait d‟augmenter la quantité de BH4 disponible dans les vaisseaux (Santhanam et al., 

2012b). Cela est d‟autant plus intéressant que ce même agoniste permet de restaurer la 

quantité de BH4 et la fonction endothéliale dans un modèle murin de la maladie 

d‟Alzheimer, le modèle Tg2546 de surexpression de l‟APP (d‟Uscio et al., 2012). Ces 

molécules semblent prometteuses pour augmenter la disponibilité de la BH4 en 

s‟affranchissant des contraintes liées à son administration pharmacologique.   
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Conclusion générale 

 

Ces travaux de thèse ont permis d‟affiner significativement la caractérisation de l‟effet 

d‟une administration de BH4 sur la fonction cérébrale et les comportements qui en 

découlent renforçant ainsi son potentiel thérapeutique. L‟utilisation de plusieurs modèles 

dans ce projet de thèse a permis de démontrer qu‟une administration de BH4 permettait de 

réguler de nombreux processus neurobiologiques incluant la neuroinflammation, la 

synthèse de DA, la motivation, la mémoire mais également le métabolisme périphérique. 

Cette multitude d‟effets de la BH4 s‟explique par son rôle de cofacteur pour la synthèse de 

trois molécules majeures : la sérotonine, la dopamine et l‟oxyde nitrique. Nos résultats ont 

permis de mettre en évidence le potentiel de la BH4 dans le traitement des perturbations de 

la motivation ainsi que des symptômes cognitifs reliés à la maladie d‟Alzheimer. Au vu de 

ces résultats et des études observant une diminution des niveaux de BH4 centraux dans 

plusieurs maladies neuropsychiatriques, il apparaît crucial d‟intensifier les recherches sur 

cette molécule. Ces travaux mis en perspective avec une littérature de plus en plus fournie 

sur les effets délétères d‟une neuroinflammation dans la survenue de maladies 

neuropsychiatriques, indiquent que la diminution de la BH4 pourrait jouer un rôle de 

première importance dans ces mécanismes. Ces travaux ouvrent la voie à des études plus 

orientées vers la clinique qui permettraient de confirmer les effets bénéfiques à long terme 

d‟une administration de BH4 dans ces différentes pathologies. Enfin, nos travaux indiquent 

que la supplémentation en BH4 semble particulièrement efficace lorsque ses niveaux sont 

diminués, soulignant l‟importance de l‟intensification des mesures des taux de BH4 

centraux en clinique.  
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