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Introduction générale

En raison de I’augmentation de la durée de vie et du vieillissement des populations, le
nombre de personnes atteintes de maladie neurodégénératives et en particulier de démences
comme la maladie d’Alzheimer (MA ; OMIM # 104300) augmente considérablemdrer(i
et al, 2005 ; Qiuet al, 2009. Comme ces malades fortement dépendants représentent un
cout financier important pour la société, en termes de soins et d’accompagnement, il devient
urgent de mieux connaitre la physiopathologie de ces maladies afin de pouvoir identifier des
cibles moléculaires et mettre au point des traitements efficaces actuellement inexistants.

Parmi les démences séveres, la MA (décrite en 1906 par le neurologue allemand Alois
Alzheimer) est la plus connue. Les premiers symptdmes se manifestent cliniquement par des
pertes @ souvenirs (amnésie) qui s'accentuent avec la progression de la maladie. Les
souvenirs plus anciens sont cependant relativement préservés. L'atteinte neurologique s'étend
par la suite aux cortex associatifs frontaux et temporo-pariétaux, se traduisant par des troubles
cognitifs plus sévéres (confusions, irritabilité, agressivité, troubles de I'humeur et des
émotions, des fonctions exécutives et du langage) et la perte de la mémoire a long terme. Elle
est caractérisée au niveau cortical par des dépotsc@kitaires d’amyloides B et par une
neurodégénéréscence fibrillaire (enchevétrement intracellulaire de microtubules et de protéine
tau hyperphosphorylée) qui sont considérés comme des marqueurs spécifiques de la MA
(Jack et al, 2010; Jack et al, 2013. Des rb6les prépondérants sont attribués a
I’amyloidogénese dans I’initiation et le développement de la MA en raison des multiples
activités neurotoxiques décrites avec 1’amyloide-B (stimulation du stress oxydant,
dysfonctions mitochondriales, mort cellutair.) (Silva et al, 2012; von Bernhardi &
Eugenin, 2012.

Parmi les facteurs de risque associés a la MA, des anomalies lipidiques sont fortement
suspectées.

» Le polymorphisme de 1’apolipoprotéine E tel que la présence de 1’allele E4 est
associé a un risque accru de développer une $éga et al, 2017).

» L’altération du métabolisme du cholestérol conduisant a une diminution de
synthese de 24S-hydroxycholestérol (considéré comme un marqueur de
neurones métaboliguement actifs) via CYP46A1 semble aussi intervenir
(Leoni & Caccia, 201). Il a été rapporté que la diminution de 24S-
hydroxycholestérol au niveau plasmatique est associée a la sévérité des
démences et a I’atrophie cérébrale (Solomonet al, 2009. Cependant, des taux
augmentés de 24S-hydroxycholestérol ont également été rapportés et cet
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oxystérol, a fortes concentrations, peut exercer des activités neurotoxiques
(Koélsch et al, 1999 .

» Des taux augmentés dec@tocholestérol et de 7B-hydroxycholestérol résultant
d’une auto-oxydation du cholestérol, pouvant étre une conséquence du stress
oxydant observé au niveau des lésions cérébrales, sont aussi sudfeaeés (

& Shipper, 2007).

» L’accumulation d’acide gras C22:0 et d’acide gras a trés longue chaine C24:0

et C26:0 a aussi été rapportée au niveau des Iésions chez des malades au stade

V et VI de la classification de Braak alors que les stades | et Il sont faiblement
affectés Kou et al, 201). Il a été supposé que cette accumulation d’acide

gras, en particulier de C24:0 et de C26:0, pourrait étre la conséquence de
dysfonctions peroxysomales (diminution de [-oxydation peroxysomale)
(Lizard et al, 2012.

» En relation avec les anomalies possibles du métabolisme peroxysomale
suspectés dans la MA, des modifications des taux de plasmalogénes gdont le
deux premieres enzymes sont localisées dans le peroxystianedérs &
Waterham, 2006 ont été décrites, ainsi que des diminutions de DHA dont les
derniéres étapes de synthése intracellulaire font intervenir la B-oxydation
peroxysomalel(izard et al, 2013.

» L’utilisation de souris transgéniques a aussi permis de révéler une intervention
potentiel du peroxysome dans le développement de la Gikigi et al,

2009 ; Fanelliet al, 2013 et I’inhibition pharmacologique du peroxysome

chez le rat favorise I’amyloidogénéseShi et al, 2013.

En fonction de ces différentes constatations, des dysrégulations du métabolisme

lipidique, dont certaines feraient intervenir le peroxysome, pourraient contribuer au

développement de la MA.

Afin de préciser la part prise par le C22:0 et les acides gras a tres longue chaine

(C24:0 et C26:0) dans la neurodégénéréscence et la MA, des études ont été igaiisées

sur des cellules neuronales humaines SK-N-BE, sur un modéle de souris transgénique APP

PS1 AE9 ainsi que sur des plasmas de sujets atteints de MA, de démences vasculaires et

autres démences.
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1. La maladie d’Alzheimer
1. Historique

Le progrés réalisés pour le traitement des maladies infantiles et pour de nombreuses
pathologiessouvent fatales de I’enfant et de 1’adulte (maladies infecticuses, maladies
cardiovasculaires, cancers) ont largement contribué a allonger la durée de vie au-dela de
soixante ans. A partir de cet age, les maladies neurodégénératives et en particulier les
démences deviennent prévalentes. Pendant longteftpsdé démence des personnes agées
était considéré par la plupart des psychiatres a la fin du XIXe siécle comme habituel et lié a
un processus de vieillissement normal. Ce sont les travaux réalisBgcpkr de Munich,
sous 1’égide du psychiatre allemand Emil Kraepelin (1856-1926) et de ses collaborateurs,
parmi lesquels figure Alois Alzheimer (1864-1915), qui ont permis de mieux comprendre les
démences en les abordant patude histologique du cerveau dans différentes maladies
mentales.En 1906, lors d’une réunion de psychiatres allemands a Tiibingen, Alzheimer
rapporte 1’observation d’une femme de 51 ans, Auguste D qui a présenté un délire de jalousie
suivie d’une désintégration des fonctions intellectuelles. Lexamen microscopique des coupes
du cerveau de cette patiente, observées apres imprégnation argentique, a réveléodas |
cérébral, des lésions jusque-la inconnues, caractérisées par des amas anormaux de fibrilles

dans les neurones, les dégénérescences neurofibrillaires (BEiyie(1).

e |
)

Original drawing of Alois Alzheimer (1864-1915)

Figure 1 : Croquis original réalisé par Alois Alzheimebifférents aspects
microscopiques de la neurodégénérescence fibrillaire observée sur coupe histologique du

cerveau de la patiente Auguste D.

A la suite de cette observation, Kraepelin, dans son Traité de Psychiatrie qui connait 8
editions de 1883 a 191Bvoque pour la premiére fois la « maladie d’Alzheimer » définie

alors comme une démence dégénérative du cerveau associée a des troubles prédominants de la
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mémoire, a des troubles cognitifs et / ou du comportement ayant un retentissement sur la vie
guotidienne des patientfHaustgen & Sinzelle, 2010 ; Emil Kraepelin (1856-1926)).
Histologiquement, il est rapporté que cette démence est associée a deux types de lésions
corticales, les plaques séniles et les DNF. Les plaques séniles peuvent se développer assez t6t
au cours de la vie mais les manifestations pathologineie&xpriment habituellement que

tardivement.
2. Fréquence de la maladie d’Alzheimer et incidence en santé publique

Parmi les maladies neurodégénératives incluant les démences fronto-temporales, la
démence a corps de Lewy, les démences vasculaires et la maladie de Creutzfeld-Jacob,
maladie d’Alzheimer (MA) est la forme de démence la plus répandue. Elle est responsable
d’environ 70% des troubles démentiels actuellement diagnostiqués en France. Pour une
population mondiale d’environ 7 milliards d’individus en 2013, on dénombre plus de 36
millions de personnes vivant avec des démences dont la grande majorité correspond a la MA.
Cenombre devrait passer a 66 millions d'ici 2030 et 115 millions jusqu'en(E6&O et al.,

2005 ; Martin et al., 2011) En Tunisie, la MA concerne environ 25 000 persorai&s000
nouveaux cas sont recensés chaque afidggem, 2005) En France, le nombre de sujets
atteints est estimé a environ 500 000 persorireféquence de la MA augmente avec 1’age :
elle est de 0,6 % entre 65 a 69 ans et atteifitt 40 dela de 90 ar{Partigueset al, 2002.

3. Manifestations cliniques de la maladie d’Alzheimer

L'évolution de la maladie peut se décomposer schématiquement en trois phases
principales successives;

— Une phase silencieuse asymptomatique qui peut s’étendre sur plusieurs
années ;

— Une phase symptomatique légére a modérée durant en moyenne 3 a 4 ans,
caractérisée par I’apparition des premiers signes cliniques de la maladie. Celle-
ci se caractérise par des troubles de la mémoire épisodique liés a une incapacité
a retenir des informations récentdses faits anciens restent en mémoire
jusqu’a un stade avancé de la maladie.

— Une phase terminaten phase de I’installation proprement dite de la maladie,
caractérisée par la présence des troubles cognitifs profonds : la mémoire
ancienne commenceal’étre atteinte, la désorientation temporo-spatiale

s'accentue, le malade présente des troubles du comportement, de l'agitation,
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une inversion du rythme veille-sommeil, des troubles psychiques (délire,
hallucinations, dépression, modification de I'humeur sans raison apparente).
Par la suite, apparaissent une altération du langage (aphasie), des troubles des
gestes (apraxie) et des difficultés a utiliser des objets plus ou moins complexes
de la vie quotidienne (appareils électroménagers, téléphpn€ous ces

troubles conduisent a une perte d'autonomie et a une dépendance vis-a-vis de
I'entourage familial. Le patient finit par ne plus reconnaitre ses pretises
facultés intekctuelles s’amenuisent (Benoit et al, 2003 ; Jacket al, 2010;

Jack et al, 2013.

4. Histopathologiede la maladie d’Alzheimer

La MA est associée a des Iésions histopathologiques qui la définissent : les plaques

séniles (aussi appelées plagues amyloides) et les Eibi¢ 2).

f:
i

>
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.:"’DI"
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.

Figure 2 : Région del’hippocampe chez un malade atteint de maladie d’Alzheimer.
(Washington University School of Medicine). Les formes triangulaires sont des
enchevétrements neurofibrillaires (neurofibrillary tangles) indiqués par des fleches noires.
Les dépbts amyloides sont indiqués par des fleches noires épaisses. Les fleches blanches

indiquent les tres rares neurones normaux.
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Ces lésions sont principalement accumulées dans le cortex (partie superficielle du
cerveau) et dans I’hippocampe (Thompson & Vinters, 2012). A ces lésions s’ajoute
I'atrophie cortical€Figure 3).

t neurofibrillaires

Un cerveau Un cerveau a un ’
stade avancé Alzheimer
- B
"
n‘ ¢ )
\ Ciak
AR N
' ) f 3 Enchevétrements

A

neurone

Dépots amyloides
(plaques séniles)

Section de cerveau Section de cerveau
Sujet sain Malade Alzheimer

Figure 3: Comparaison de sections de cerveau de sujet sain et de sujet atteint par.la MA
A ; coupe transversale de cerveau de sujet sain et de sujet présentant une atrophie corticale

B : Modifications histologiques associées a [’atrophie corticale.

4.1. Les plaques séniles

Ce sont des dépbts sphériques de2@Dum de diamétre et de densité variable
(Selkoe, 2001)Le cceur des plaques séniles est constitué d'un dépdipeptide AB. La
majorité de ces peptides trouvés au cceur de la plaque sénile, sont constitués de 42 acides
aminés (AP 142) et représente la forme la plus hydrophqbea tendance a 1’agrégation (70
fois plus rapide que B\ 140). Ces structures amyladd renferment aussi du peptideBAp,
mais ce dernier présente une moindre progo#t I’agrégation. Les peptides AP oligomérisés
perturbent la plasticité synaptique méme en absence de plaque sénile locale. La couronne de
la plague sénile renferme des terminaisons nerveuses dégénérées. Certains marqueurs associés
au neurites sont présent au niveau des couronnes a savoir la butérylcholinéstérase, certains
neurotransmetteurs et des protéines impliquées dans la croissance degMaogaes et al.,
2004) L’analyse immunohistochimique des plaques séniles a révélé la présence de

nombreuses molécules associgddorgan et al, 2004) parmi lesquelles figurent des
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marqueurs présynaptiques, des phospholipides, des ARN , des protéases, des facteurs du
complément, des apolipoprotéines E et J et des ion%, (Znf* et Fé"), traduisant la
survenue d’un processus inflammatoire et d’un stress oxydant ainsi quune mort des neurones
environnants. Les plaques séniles sont généralement situées a proximité de vaisseaux
sanguins et associées aux cellules gliéiiégure 3) participant a I’initiation d’un processus

inflammatoire vasculair@dMandybur & Chuirazzi, 1990.
4.1.1 APP (Amyloid Precurcor Protein)

Le peptide amyloide est issw @livage protéolytique d’une protéine précurseur
appelée APP Amyloid Precurcor Protein Il s’agit d’une glycoprotéine majoritairement

ancrée a la membrane cytoplasmique des neurbiges ¢ 4).

1 300 671 g 770
f |
NH, | SP | HBD1 | CuBD | ZnBD
=
y-secretase
B-secretase
* a-secretase ¢
Y N\
ISEVKM | DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA | TVIVITLV
| /\ 1IN
NL G 0 F € 1
Swedish Hendriks Dutch 717"
double mutation mutation mutation

mutation

Figure 4 : Structure de I’APP. L’APP est constituée d'un grand domaine
extracellulaire, d’un domaine transmembrananaire hydrophobe et d’un court fragment
carboxy-terminal cytoplasmique. La protéine est clivée par différentes sécrétases soit par la
voie amyloidogénique, soit par la voie non-amyloidogénique qui conduisent ou non au

relargage du peptide AR (clivage par 3+etécrétasefZhou et al, 201).
4.1.2 Clivage de I’APP

Il existe trois sites principaux de clivage de I’APP, qui impliquent chacun un systeme
enzymatique particuligiMattson, 1997; Nunan, 2002)associé au terme sécrétase puisque la
plupart des fragments de I’APP issus de ce clivage sont sécrétés. Deux principales voies de

clivage distinctes de I’APP en résultent (Figure 5) :
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- La voie non amyloidogénpendant laquelle uelivage par 1’a-sécrétase, entre les
résidus 687 et 688 (résidus 16 et 17 d’AP) a lieu. Ce clivage conduit a la sécrétion d’un
grand fragment Merminal, sAPPa, et a la formation d’un fragment C-terminal, C83,
constitué du fragment tronqué d’Ap et de la queue cytoplasmique de I’APP. Le clivage par
la y-sécrétase sépare le fragment P3, de la queue cytoplasmique Q¥idplasmic Tail
Fragmenj ; le fragment P3 est alors relargué par la cellule.

- La voie amyloidogénependant laquelle la B-sécrétase ote I’APP entre les
résidus 671 et 672. Ce clivage conduit a la sécrétion du fragmenhidal SAPPB et a la
formation du fragment Grminal C99, constitué¢ de la séquence d’Ap et de la queue

cytoplasmique. Le clivage par la y-sécrétase libére I’ AP qui pourra s’oligomériser.

Voie amyloidogénique Voie non-amyloidogénique
Ap - v
phoge SAPPp APP SAPPa
\ - R, Milieu Extracellulaire
Oligomérisation
Ap

lﬁ

‘ a-secretase
‘ P-secretase

y-secretase

Milieu intracellulaire

Figure 5: Clivage enzymatique de I’APP. La voie non-amyloidogenique implique un clivage
protéolytique par I'a. et lay-sécrétase aboutissant a la génération de sAPRdes fragments carboxy-terminaux
incluant P3, CTF83 (Cytoplasmic Terminal Fragment 83) et AICD (Amyloid Precitein Intracellular
Domain). la voie amyloidogénique implique des clivages protéolytique par la [y-s€lerétase aboutissant a la
génération de sAPPR et des fragments carbemymaux incluant I’AB, CTF99 (Cytoplasmic Terminal
Fragment 99) et I’AICD. Le peptide Af pourrait s oligomériser et former des fibrilles menant a la MA. sAPPo.
pourrait fonctionner pour promouvoir la neurogenése et la survie cellulaire, tandis qu’AICD pourrait avoir des
effets inhilixeurs de la neurogénése probablement via la formation d’un complexe avec Fe65 jouant un réle dans

la régulation transcriptionelléZhou et al., 201J.
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Le clivage par la y-sécrétases’effectue en différents sites et conduit ainsi a une
hétérogénéité @rminale des peptides P3 et AB. En fait, h y-sécrétase est un complexe
multi-protéique constitué de quatre partenaires : un hétérodimére des préseénilines 1 et 2 (PS1
et PS2), la nicastrine, une glycoprotéine de type | et deux protéines membranaires, APH-1 et
PEN-2(Kaether et al.,2006) L’implication de PS1 et PS&ans le clivage par la y-sécrétase a
été illustrée par la mise en évidence de mutatiesg@hescorrespondants qui sont associées
a une maladie d’Alzheimer familiale précoce induite par une surproduction du peptide

amyloide AP 142 (Sherrington, 1995 ; Levy-Lahad, 1995)
4.2. La Dégénérescence neurofibrillaire
4.2.1 Protéine Tau

Les enchevétremende neurofibrilles sont constitués d’agrégats de protéines Tau
(tubulin associated unitsous forme hyperphosphorylée. La protéine Tau est une protéine
cytosolique thermostable de la famille des protéines associées aux microtubules, composants
essentiels du cytosquelette des neurones. Elle assure ainsi le r6le de promouvoir et de
stabiliser’assemblage des microtubules (Weingarten et al, 1975; Martin et al.,2011) Elle
pourrait aussi moduler le transport des vésicules le lorigaziene en interagissant avec des
protéines telles que la kinésinepetticiper au transport d’organites le long des microtubules
(Tatebayashiet al.,2004. La protéine Tau est formée de 352 a 441 acides aminés (de masse
55 a 62 kDa) et existe sous Skoformes produites a partir d’'un géne unique situé sur le
chromosome 17. Des mutations génétiques sur ce chromosome conduisent a la démence
frontale temporale avec Parkinsonisme, mais aucune mutation conduisant a la maladie
d’Alzheimer n’a été répertoriée a ce jour (LaFerla et al., 2005). Ces protéines ont la
particularité de posséder dans leur séquence trois a gé#ttieions d’'un méme domaine dit
de liaison aux microtubules qui lui permet la liaison aux microtubules. Cette liaison est par
ailleurs fortement régulée par la phosphorylation de la protéine au niveau de résidus sérine et

thréonine.
4.2.2 Modifications post-traductionnelle de la protéine Tau

Lors d’un phénomeéne neurodégénératif, la protéine Tawsubit de multiples altérations,
qui lui font perdre ses capacités de maintien et d’assemblage des microtubules. En effet, la
protéine Tawprésente un nombre anormalement élevé de modifications biochimiques dont les
mieux décrites sont la glycosylation, 1’hyperphosphorylation, 1’ubiquitinylation, la

polyamination, la nitration et éventuellement, la glutathionylai®ong et al, 2004).
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La protéine Tau est physiologiquement phosphorylée au niveau de certains sites tels
(résidus S262, S293, S324 et S356). Suite a son hyperphosphorylation au niveau des résidus
S212, S214, S231, S235 et S422 Tau se dissocie des microtubules compromettant ainsi leur
stabilisation et leur fonctionneme(i¥lartin et al., 2011) Cela conduit a une altération des
transports axonaux @endritiques ainsi qu’a une dégénérescence des neurones. De plus, la
protéine hyperphosphorylée libérée montre une solubilité nettement plus faible. Elle est aussi
plus sensible aux modifications chimiques induites par le stress oxydant et subit des
changementgonformationnels suite a ces oxydations. Elle s’agrége alors sous forme de
paires hélicoidales de filaments (PHRsaited helical filamenty. Ces derniéres s’associent
ensuite en structures plus grandes : les neurofibrilles. Par ailleurs, il est également suggéré
que les ions ATl et FE", retrouvés liés & Tau dans des cerveaux de patients post mortem
soient impliqués dans la polymérisation des protéines Tau hyperphosphof$léest al .,

2003 ; Sayreet al.,2000)

Tau est phosphorylée par différentes kinases parmi lesquelles figurent : les MAP
(mitogen activated protejnkinases, les Tatubuline kinases, les kinases dépendantes des
cyclines telles que Cdc2 et Cdk5, les MARMI¢rotubule Affinity Regulating Kina¥ela
CaMKIl (Ca2+/calmodulin dependent protein kinasg, lla PKA (cyclic-AMP-dependent
kinasg, la GSK-3, les caséines kinases | et Il ainsi que les SAPK/J8Blke¢s Activated
Protein Kinasep (Buée-Scherrer & Goedert, 2002 Johnson & Stoothoff, 2004;
Balaraman et al ., 200§.

L’accumulation de la protéine Tau sous forme de fibrilles est présente non seulement
dans le corps cellulaire des neurones, mais aussi dans leur axone et leurs déadrites.
répartition des DNF varie selon le stade clinique de la maladie. Adesicourte et al,

(1999) ont démontré que la DNF suivait une évolution précise qui est caractéristique

hiérarchique.
5. Evolution de la MA et localisation des lésions cérébrales

Les premiéres lésions de DNF apparaissent dans le cortex entorhinal, région de la face
interne du lobe temporal impliguées dans le traitement des informations, et au niveau de celles
de I’hippocampe impliqué dans le traitement de la mémoire. Puis les lésions affectent
I’amygdale (concernant la mémoire affective), les cortex associatifs temporaux (concernant la

mémoire et le langage), pariétaux (apraxie, abstraction) et frontaux.
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Selon I’échelle de Braak & Braak (Braak & Braak, 1991), six étapes neuropathologiques ont

été distinguées pour déterminer la progression de la Mdule 6). Les stades | et Il sont
nommes stades trans-entorhinaux.

Durant ces stades, les cerveaux sont légerement affectés et le sujet ne présenteepds encor
déficiences cognitives. Initialement, les lésions et les DNF se développent dans la région
trans-entorhinale et entorhinale. Les stades IlI-IV sont appelés stade limbique ; a ces stades, le
cortex transentorhinal/entorhinal et le systeme limbigque sont impliqués. Les DNF sont
augmentés dans le cortex transentorhinal /entorhinal comparé aux stades I-1l. Des déficiences
au niveau des fonctions cognitives et des changements de la personnalité du patient sont
observées. Du stade | a IV, la plupart des régions cérébrales restent exemptes de DNF sauf
guelques zones corticales qui sont tres légerement affectées comme le cortex visuel/moteur et
le cortex cérébelleux. Les stades V et VI impliquent les régions corticales associatives. Des
destructionsséveres des régions néocorticales ont lieu accompagnées d’un taux élevé des

DNF et de plaques séniles. A ce stade le diagnostic clinique de la MA peut étre confirmé.
SelonDelacourte et d (1999) dix stades d’évolution de la MA peuvent étre décrites, elles
correspondent a dix régions cérébrales touchées successivement avec un ordre indariable

la région hippocampique vers les régions tres associatives, puis vers les régions corticales
primaires Selon la vulnérabilité de la personne, I’atteinte des régions associatives et primaires

varie et provoque des variations cliniques entre les malades ce qui explique la spécificité de
I’atteinte de chaque patient. Cette classification est la suivante :

Stade 0 :aucune région cérébrale n'est affectée par les DNF.

Stade 1 il est trouvé chez toutes les personnes agées de plus de 75 ans. Des DNF sont
observées dans la région transentorhinale. Cette région fait partie du cortex limbique (cortex
associé a la mémoire et aux émotions).

Stade 2: les DNF touchent le cortex entorhinal. A ce stade, aucun dépot amyleide

observé et cliniquement aucun symptome n’est remarqué.

Stade 3: a ce stade, la région hippocampique est touchée. Des DNF sont ebseai& les

dépb6ts amyloides ne sont pas décelés. Des troubles cognitifs discrets ; Mild cognitive

impairment(MCI) sont probables a ce stade.

Stade 4 :a ce stade, le pble temporal est attédii.trouve généralement des dépbts discrets
de substance amyloide et le MCI est presque systématiqu

Stade 5 le cortex temporainférieur est touché par des dépots d’amyloide, dans le néocortex.

Une agrégation du peptideBA42 est observée et les troubles cognitifs sont généralement

légers.
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Stade 6 :il s’agit d’une évolution des DNF, des plagues amyloides vers le cortex temporal
moyen. Les signes cliniques sont paralléelement plus importants.

Stade 7 :les DNF s'installent simultanément dans toutes les régions corticales associatives
(polymodales): le cortex frontal antérieur, le cortex temporal supérieur, le cortex pariétal
inférieur. A ce stade, les troubles cognitifs peuvent correspondre aux premiers stades de la
maladie d’Alzheimer. Les dépots d’amyloides sont significatifs.

Stade 8 : les régions moins associatives (unimodales) sont affectées gaNkdl s’agit

d’une avancée dans la maladie d’Alzheimer correspondant aux formes modérées de la
maladie d’Alzheimer. La progression des DNF est accompagnée en parallele par une
intensification des processus dégénératifs dans les premieres régions touchées (région
hippocampique).

Stade 9: la DNF va envahir ensuite les régions corticales primaires, visuelles et/ou motrices.
Les dépdts d’amyloides sont trés importants. Il s’agit d’un stade sévere de la maladie
d’Alzheimer.

Stade 10 «c’est le dernier stade d'invasion des DNF, puisque toutes les régions corticales sont
affectées, ainsi que de nombreux noyaux sous corticaux. Les dépbts amyloides sont tres

importants.

Page 16




Revue bibliographique

STADE I

entorhin.
region

STADE IlI

STADE V

Figure 6 : Classification de Braak & BraakEvolutiondes changements neurofibrillaires

dans les régions hippampique, entorhinal et transentorhinal et dans I’isocortex temporel

contigu pendant la progression de MA. Les fleches indiquent les principales modifications
(Braak & Braak, 1991)
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6. Méthodes biologiques et clinjues de caractérisation de la maladie d’Alzheimer
6.1 Diagnostic clinique

La nécessité d’un diagnostic fiable des les stades précoces de la pathologie a conduit a
la mise en ceuvre de certains outils de diagnostic. La démarche diagnostique comprend un
entretien avec le patient et son entourage et un examen clinique qui a pour but d’établir un
profil neurologique, cognitif et comportemental du patient. Généralement le diagnostic est fait
apres 3 ans d’évolution de la maladie ; ceci est expliqué par le fait que les premiers signes
sont considérés non pathologiques.

En effet, le diagnostic clinique de démence de type Alzheimer est porté sur un
ensemble de critéres répondant & une standardisation internatioileifié¢s a partir d’un
examen clinique, neuropsychologique et par imagerie par résonnance magnétique nucléaire
cérébrale (IRM). Ce diagnostic sera validé par des analyses biologiques du liquide céphalo-
rachidien (LCR) et éventuellement par un examen anatomopathologique post-f@uterh
Milandre et al.,1997).

6.1.1 Examen clinique

L'utilisation des criteres définis p&tational Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke(NINCDS) et Alzheimer’s Disease and Related disorders
AssociatiofADRDA) permet de retenir le diagnostic de MA possible ou probable avec une
probabilité comprise entre 90 et 95%. lls permettent en outre d'éliminer un certain nombre de
diagnostics différentiels.

Les troubles de la mémoire sont les premiers symptébmes qui dominent le tableau clinique
dans la plupart des cas. Ils portent d’abord sur les faits récents. C’est 1’évolution de ces

troubles qui fait penser au diagnostic de la MtAeur association progressive avec d’autres

troubles du langage, praxiques et gnosig(esuchon & Portet, 2000) Une évaluation
neuropsychologique est aussi faite et elle concerne une grande variété de fonctions mnésiques
telles que Dattention, la flexibilité cognitive, le raisonnement abstrait, la mémoire, le
traitement d’informations visuelles et les capacités perceptivo motrices. Cette évaluation a
deux objectifs : authentifier le déclin cognitif et caractériser les troubles, ce qui contribue au
diagnostic étiologique de la démence.

Les outils psychométriques permettent de détecter une perte globale des performances
intellectuelles. lls font appel a des tests standardisés et plus récemment a des épreuves

permettant d’évaluer en un minimum de temps un ensemble de fonctions cognitives, comme
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le test MMSE(Mini Mental Status Examinatiomjui est simple, rapide et univergBluarte et
al., 2004 ; Kuslansky etal., 2004)

6.1.2L’imagerie

Les études cherchant a visualiser directement les lésions de la maladie par neuro-
imagerie étant encore infructueuses, ce sont les signes secondaires qui sont utilisés pour
suggérer un diagnostic. L’atrophie temporale médiane, qui peut étre détectée par imagerie par
IRM, est tres évocatrice surtout si elle évolue rapidement lors d’examens répétégDhenain et
al.., 2002) De nombreux travaux visent a développer des méthodes non invasives utilisables
chez ’homme pour visualiser les lésions caractéristiques. Ces nouvelles stratégies de
visualisation reposent sur le développement de marqueurs qui, aprés injection par voie
intraveineuse, passent la barriere hémato-encéphalique et se fixent sur les plaques séniles ou
ils sont détectés par différentes méthodes (IRM, tomographie par émission de positons (TEP)

ou tomographie par émission monophotonique (TEMP)).
6.2 Les bio-marqueurs utilisés pour le diagnostic

Un des enjeux majeurs de la recherche sur la MA concerne la recherche de marqueurs
biologiques permettant de faire le diagnostic le plus précoce possible, avant la perte
d’autonomie qui définit le stade de démence (Couderc, 2000). De tels marqueurs
constituerart un indice important; ils permetteat de porter un diagnostic de certitude a un
stade précoce, de suivre la réponse au traitement et seraient des outils précieux pour les études
épidémiologiques et la recherche thérapeutique. La découverte de tels marqueurs ksologique
de MA demeure un objectif maje(8underland et al, 2005).

Face a la complexité de MAI est difficile d’imaginer qu’un seul marqueur puisse
suffir a poser le diagnostic de certitudee taux du peptide By4> et de protéines Tau
phosphorylées au niveau du LCR, reliés avec les plaques séniles et la dégénérescence
neurofibrillaires, constituent les principaux biomarqued¥agner et al, 2003 ; Blennow,

2004 ; Parnetti et al., 2006). En effet, les patients atteints de MA présentent un niveau
anormalement élevé en protéine Tau phosphorylée, par rapport aux sujets normaux et aux
patients atteints d’autres pathologies neurologiques. Cependant cette détection n’est possible

qu’a des stades avancés de la maladie. Par ailleurs, selon diverses études, le taux de ’AB1.42

est significativement plus faible dans le LCR des patients atteints que chez les sujets normaux
(Motter et al.,1995 ; Boss, 2000La diminution de la teneur en AB;4, dans le LCR apparait

liée & une accumulation du peptide dans le fluide interstitiel cérébral. Ces deux marqueurs ne
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sont pas corrélé avec 1’age du patient ou 1’age de début de la maladie ce qui suggere que ces
taux anormaux ne sont pas dus au vieillissement normal mais bien a un processus

pathologige.
6.3 Facteurs de risques de la maladie d’Alzheimer

La MA est une maladie multifactorielle dont I’émergence résulte de I’interaction entre

un terrain génétique et des facteurs environnementaux.
6.3.1. Les facteurs génétiques

Ces facteurs sont impliquées dans la MA sous ses deux formes: sa forme
monogénique ou familiale caractérisée par un début précoce (inférieur a 60 ans) représentant
environ 5 % des cas et sa forme sporadique qui est la plus courante.

Pour les formes familiales, 150 mutations sur trois génes ont été observées et sont
responsables de la transmission de la maladie. Les génes susceptibles de porter ces mutations
sont : le géne du chromosome 21 codant pour la protéine APP et deux genes situés sur le
chromosome 1 et 14 codant respectivement pour les protéines PS2 (Gef@t et al.,

2001)

Dans les formes dites sporadiques de la maladie, les variations du gene de
I’apoliprotéine E (ApoE) localisé sur le chromosome 19, codant pour la production de trois
protéines isoformes E2, E3, E4, qui sont des transporteurs des lipides sanguins, pourraient
constituer un facteur de risque important. De nombreuses études ont mise en évidence une
forte association entre 1’alléle €4 et la MA. Au contraire, les sujetguii sont porteurs d’ApoE2
ont un risque plus faible comparé a I’ensemble de la population (Ertekin-Taner, 2007). Un
géne du chromosome 12 codant pour I’a2-macroglobuline, impliqué dans la dégradation de
I’ AP, ainsi qu’un locus sur le chromosome 10 ont aussi été identifies comnd@autres facteurs
de risqugSelkoeet al.,2001).

6.3.2. Les facteurs environnementaux

Dans 95 % des cas, la MA est de forme sporadique, sans antécédents familiaux et a
I’étiologie inconnue. L’age, I’environnement et d’autres facteurs s’y rattachant joueraient un
réle non négligeable.’ige est le facteur de risque le plus évident. En fait, la prévalence de la
pathologie double tous les 5 ans aprége de 65 ans. Selon 1’étude PAQUID (2003), la
fréquence est relativement stable avant 75 ans et estimée a environ 3,5 pour 1 000
personnes/année. Aprés 75 ans, l’incidence croit pour atteindre 60 pour 1 000

personnes/année chez les sujets dépassant les 90 ans.
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Cette pathologie touche plus de femme que des hommes puisque au-dela de 80 ans, la
fréquence d’atteinte devient plus importante chez les femmegPAQUID, 2003) Cette
différence en fonction du sexe pourrait s’expliquer par les différences génétiques et
hormonales (notamment liée a la baisse du niveau d’oestrogeénes avec 1’age chez la femme).
Cependant, la différence de longévité entre hommes et femmes, pourrait aussi expliquer ce
phénoménéVina & Lloret, 2010).

A ces deux facteurs s’ajoutent des variables liées a I'éducation, au niveau socio-
professionnel et aux activités de loisirmais aussi d’autres traits biologiques et
psychologiques joueraient un role non négligedBlehenk et al., 2004. Parmi ceux-ci on
note les pathologies vasculairéaiflo et al.,2000)et les traumatismes cranie@dllinger ,

2004). D'autres études incriminent certains métaux (aliimi, mercure, ...), I’alcool, le tabac
et les facteurs alimentaires (carences en vitamines en particulier Vitamine D et Vitamine E,

régime trop riche en graisses, .Dpéunmuet al.,2007%.
7. Inflammation et Alzheimer

Il est connu que le systéme nerveux central (SAN@) systéeme immunitaire endogene
coordonné par des cellules immunocompétentes. Les principaux acteurs impliqués dans le
processus inflammatoire au cours de MA sont les cellules microgliales, des cellules gliales
(astrocytes) et peut-étre les neuroffdsyama et al.,2000a; Akiyama et al.,2000Db).

Les cellules microgliales et les astrocytes répondent rapidement a la pathologie avec
des changements de leur morphologie, de leur antigénicité et de leurs foritivasiéw &

Vinters, 2010.

Les cellules microgliales sont des cellules qui soutiennent les neurones et les
protegent. Elles agissent comme des cellules de défense immunocompétentes qui orchestrent
la réaction immunitaire endogéne du SNC. Elles peuvent exprimer le complexe majeur
histocompatibilité type 1l (CMHII), des cytokines pro-inflammatoires, des chemokines, des
especes réactives de I’oxygene (ERO) et des protéines du complément. Ces cellules jouent un
role central dans la réponse cellulaire aux 1ésions pathologiques, tel que I’AB et les plaques
séniles (Kalaria, 1999). En fait, I’Ap peut attirer et activer les cellules microgliales
conduisant a leur accumulation autour des dépbts amyloides. L'exposition des cellules
microglialesal’Ap cause leur activation menant a une augmentation de I'expression cellulaire
du MHC Il et a la sécrétion accrue de cytokines pro-inflammatoires (interleukine-1 (IL-1),

interleukine-6 (IL-6) et TNFe (Tumor Necrosis Factor<)) ainsi que de chemokines
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(interleukine-8 (IL-8), MIP-& (Macrophage Inflammatory Proteinal et MCP1 (Monocyte
Chemoattractant Protein)l(Rogers & Lue, 2001).

L’ApB peut induire le passage des macrophages de la circulation périphérique a travers
la barriere hémato encéphalique suite a leur recrutement par les chemokines, ce qui pourrait
accentuer I’ampleur de 1’inflammation. Kopek & Carroll (1998) ont montré que’Ap peut
inciter une réponse phagocytaire dans les cellules microgliales de fagcon dose et temps
dépendante.

L’internalisation et la co-localisation du lysosome et de I’AP ont été observées par
bolmont et al. (2008) associées a des dégats au niveau des neurones voisins, qui coincident
avec l'arrivée des cellules microgliales alors que la résolution des plaques n'a pas été observée
durant des semain@sleyerluehmann et al.,2008)

Les astrocytes réactives contribuent également a la neurodégénerescence en stimulant
des processus apoptotiqu@dalchiodi-Albedi, 2001). En cas de MA, les astrocytes se
trouvent associés aux dépdts amyloides ou ils sécrétent plusieurs molécules pro-
inflammatoires, comme les interleukines, les prostaglandines, les leucotriénes, les
thromboxanes et des facteurs de complément. Ces molécules sont semblables et colocalisées
avec celles secrétées par les cellules microgliales. Une étude a détecté des plaques diffuses
associées aux astrocytes, constitué de gradiddys dans le cerveau de personnes agées non
démentes. Cette observation suggere que les astrocytes peuvent étre impligué dans la
phagocytose de I’Ap (Yamaguchi et al., 1998) et que probablement un déficide
I’¢élimination de I’AP par les astrocytes ferait partie de la pathologie de la MA.

Dans les cerveaux de patients atteints de la (8éfroniew & Vinters, 2010 et de
modéles transgéniques de souris KRerezet al., 2010, les astrocytes réactives occupent
des positions a proximité des plaques, en encerclant les dépdtsia'écanisme par lequel
les cellules pourraidrservir de barriere entre tissu sain et tissu présentant une inflammation,
glie cicatricielle(Sofroniew & Vinters, 2010).

De plus, la forme fibrillaire du peptide amyloide interagit avec des protéines du
complément et active de ce faitsystéme de I’immunité innée (Emmerling et al, 200Q. En
particulier, I’interaction AB/C1q, qui implique les 11 résidus N-terminaux d’Ap, active la voie
classique du compléme(ttarroll, 1998). Ce processus induit une cascade d’activations qui
conduit a la formation de complexes lytiques, responsable en partie de la mort neuronale, et a
une activation inflammatoirel énner, 200).

Les neurones eux-mémes pourraient jouer un role dans le processus inflammatoire par

la production de certaines cytokines comme I{Ffiedman et al., 2001) IL-6 (Li et al.,

Page 22




Revue bibliographique

2000, TNF-a (Renauld et al.,2002)et certaines pétraxines a savoir la CRF’ Ap (amyloid
P) (Yasojima et al., 2000) Les niveauxd’expression des ARNm des protéines de la voie
classique du complément sont de méme augmentés dans les cerveaux de patients Alzheimer

en comparaison a ceux des contr§&isenet al.,1997).
8. Modeles d'études de la maladie d'Alzheimer
8.1 Modéles in vitro

Le modéle cellulaire est une étape transitoire qui doit permettre la compréhension des
mécanismes pathologiques avant de passer aux modeles anirhail¢ation d’un modele
cellulaire a de multiples intérétsl. permet d’identifier des voies métaboliques, des cibles
pharmacologiques et les effets de traitement ou de I’inactivation de génes sur diverses

fonctions cellulaires.

Différentes lignées cellulaires sélectionnées dans le cadre d’étude en cancérologie
présentent de I’intérét pour 1’étude des mécanismes moléculaires impliquées dans la MA. 11
s’agit essentiellement de neuroblastomes humains a savoir les cellules SH-SY-5Y, SK-N-BE,
SKNSH-SY5Y qui dérivent de la lignée SKNSH, les cellules IMRSg&il(et al, 1999 et les
cellules Neuro 2A. A un moindre degré, des cultures primaires de cellules neuronales du

cortex et de I’hippocampe de souris et de rat peuvent aussi étre utilisées (Priller et al.,2006).

Récemment, une culture de cellules soucBd3 étem cellsa été développée a New-
York par I’équipe ‘New York Stem Cell Fundation for Alzheimer's disease research’
(http://Inyscf.org/research). Ces cellules ont été créées en reprogrammant les cellules de la
peau et/ou des prélevements de sang de patients Alzheimer pour donner des cellules souches
pluripotentes capables de devenir des neuronelaatres cellules cérébrales (Nestor et al.,
2013)

8.2 Modéles in vivo

L’utilisation de mod¢les animaux d’une maladie a pour objectif de mieux comprendre
dans le temps et au niveau tissulaire les mécanismes moléculaires de cette maladie afin de

développer des traitements étiologiques.

Pour la MA, divers modeles animaux naturels et artificiels ont été crées.
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v Modéles naturels Différents modéles animauwkéveloppent une démence lors du

vieillissement naturel. ils présentent une ou plusieurs caractéristiques de la maladie (dépbts
amyloides, protéine tau anormalement phosphorylée, perte neuronale). Parmi ces modeles
figurent :

e Le modele microcéheMicrocebus murinusprimate, prosimien, lémurien de la
famille des Cheirogaleidae originaire de Madagascar, de taille : 12 cm, poids 70-120 g, durée
de vie de 8 a 12 ans en captivité. Avec 1’age, le microcebe présente des similitudes avec le
vieillissement humain. Cet animal a 1’avantage d’avoir un lobe frontal et temporal plus
développé que celui des rongeurs et donc plus proche de celui de ’homme. De point de vue
histologique, le microcébe présente les lésions de type Alzheimer a savoir, les plaques
amyloides, la protéine tau hyperphosphorylée et la perte des neurones cholinergiques. Le
cerveau vieillissant des lémures est aussi intéressant car comme [’homme, beaucoup de
[émurs vieillissants mainginnent leur capacité d’apprentissage et d'interaction sociale, mais
montrent des signes de perte de 1’attention avec augmentation accrue de périodes de repos
(Bonset al, 2009.

e Le modéle singell s’agit du modéle le plus proche de ’homme puisque la séquence
d’acides aminés constituant le peptide amyloide est identique a celle produite chez I’homme.

Ce modele développe des dépbts amyloides essentiellement sous forme de plaques neuritiques
et de plaques diffuses.

e Le modele canin Les chiens peuvent étre particulierement utiles dans I'étude du
vieillissement de cerveau humain puisqu’ils développent naturellement un déclin cognitif
avec 1’age, en accumulant des dommages oxydatifs et le peptide AR. Ce modele est utilisé
puisque en plus des pertes de la mémoire, il accumule naturellement différents types de
neuropathologie en accord avec celles développées au cours du vieillissement et de la MA
chez ’homme a savoir 1’atrophie corticale, la perte neuronale, la perte de la neurogénese, les
plaques amyloides (plaques compactes associées a des neurites dystrophiques et des plaques
diffuses associées a des astrocytes) ainsi que des angiopathies cérébrales amyloides et des
dommages oxydasf(Dimakopoulos & Mayer, 2002; Cotman & Head, 2008; Dowling &

Head, 2013.

ele modéle chat Le chat Vvieillissant développe des changements
comportementaux (des changements dans le cycle veille-sommeil, une désorientation...). Il
s’agit des manifestations cliniques du vieillissement cérébral. Au niveau du cerveau des chats

atteints, des changements semblables a ceux des personnes atteintes de la MA sont présents a
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savoir, le dépot de peptide AP, une atrophie du cerveau et un nombre de neurones diminués. Il
y a aussi des modifications neurochimiques avec des altérations dans les taux de dopamine et
de sérotonine. Les radicaux libres présents de maniere chronique finissent par provoquer des
dommages importants.
e D’autres mod¢les animaux naturels ont €té utilisé a savoir les ours, les lapins et les
moutons agésNoodruff-pak, 2008).

v' Les modeéles artificiels

e Rat— Mouton: Plusieurs stratégies ont été utilisées sur les rongeurs et les primates
cherchant a mimer la MA a savoirinjection intracérébrales de protéines Tau anormalement
phosphorylée, ou de I’amyloide B induisant la formation de plaques séniles, I’injection
d’acides okadaique, inhibiteur des phosphatases 1 et 2 dans I’hippocampe de rat et dans le
cortex de mouton induisant la formation des neurites dystrophiques et la destruction du noyau
basal de Meynert entrainant des déficits mnésiques.

e Souris: Actuellement, une autre approche est utilisée pour définir des modeles
animaux de la MA. €te approche consiste a 1’introduction d’un géne humain muté ou a son
inactivation chez un animal de laboratoitén de moduler 1’expression des protéines
responsales de la maladie. Il s’agit de modéles animaux transgéniques. La souris, facile a
manipuler, de durée de vie assez courte (30 mois) et ayant un génome structuralement proche

de celui humain, reste 1’animal de choix.

Il est important de souligner qu’aucun modéle de souris existant ne présente toutes les
caractéristiques de la MA. Le modele idéal développerait les caractéristiques cliniques et
pathologiquesle la MA, observées chez I’homme, y compris les déficits comportementaux,
les plaqgues amyloés et DNF, la perte des synapses des neurones, 1’axonopathie.
Difféerents modeéles de souris développent ces phénotypes a divers degrés et avec différents

combinaisons.

Diverses mutations des genes impliquées dans la physiopathologie de la MA ont été
introduites chez ces souris. Ces mutations concernent les genes suivants, APP, PS1, PS2,
APOE et Tau. Le gene muté est introduit de fagcon simple ou en combinaison avec une
mutation d’un autre gene. De ce fait, 16 lignées mutantes ont été¢ développées dont 7

produisent des plaques amyloides dans un délai de 6 a 25 mois, mais pas de DNF. La présence
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de ces plaques s’accompagne de déficits comportementaux tels que la perte de la mémoire de

référence et de I’apprentissage.

Les modeéles de souris les plus anciens et les plus largement utilisés sont basés sur
'expressionde I’APP transgénique humaine. En général, ces modeles développent la
pathologie amyloid, des déficits de mémoire, la perte des synapses mais ne développent pas

de perte de neurones.

Les premiers modéles de souris transgéniques stéisgient une mutation seulement
au niveau du site de clivage deylzécrétase. Cependant, les lignées actuelles expriment la
double mutation suédoise K670N/M671L, au niveau du site de clivage de la B-sécrétase
Certaines lignées expriment seulement la mutation suédoise (Tg2576) tandis que d'autres
combinent la mutation suédoise avec une mutation au niveau du site de divhge-
sécrétase (TgJCRNDS8 et J20). Ces souris transgénigues expriment non selilkfnerdis
aussi plusieurs autres fragments d'APP qui peuvent étre biologiquement actifs. Pour faire
ressortir les effets de I’AB, les modéles murins exprimant directemerit AP ont été produits.
Ces souris expriment une protéine de fusion dm et la protéine codée par BRI impliquée
dans la démence britannique familiale (FBD : familial british dememRl) est une protéine
transmembranaire qui est clivée par la furine pour libérer un peptide agyBriédonne lieu
a des plaques amyl@ddans la maladie FBD. Des souris transgéniques exprimant la protéine
de fusion BRIAP 42 développent la pathologie amyloide. Cependant, aucun déficit cognitif

n'a été observé{cGowan et al.,2005.

Des mutations de la préséniline ont aussi été utilisées pour créer des modeles de souris
de laMA. La plupart des modeles sont basésPdr. Des lignées transgéniques exprimant
une ou plusieurs mutations de la préséniline sont disponiids& Roberson, 2019. Les
souris transgéniques exprimant une seule mutation de la préséniline ont un niveau élevé
d’AB142 mais ne développent pas de déficits cognitifs. Un croisement entre des souris
transgéniques exprimant la mutation M146L au niveau de la préseéniline et la lignée de souris
transgéniques hAPP (Tg2576) donne un nouveau modele: le PSAPP. Ce modéle se
caractérise par des taux d’Ap 142 €levé et développe des dépbts amyloides plus précocement
que les souris Tg2576. Ces souris présentent des déficits cognitifsl'angtallation des
plaques amyloides ce qui s’oppose a I’hypothése de I’implication des plaques dans

I’installation des déficits cognitifs (Holcomb et al, 1998)
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Actuellement, différentes lignées qui développent des plagues amyloides et des
déficits comportementaux a un age précoce sont disponibles tel que le modéle de souris
APPswe/PSIAE9 qui combine la mutation suédoisede IT’APP  humain et
la mutation AE9 de la PS1 ; ces souris développent des altérations neurologiques a 6-7 mois
d'age. Le modele 5XFAD a été créé en combinant cing mutations reliées a la MA dont 3
mutation de I’APP (Swedish, Floride (I716V) et London (V7171)) et 2 mutations de la PS1
(M146L et L286V). Les souris 5XFAD expriment des kativeaux d'Api1-4. et développent
la pathologie amyloide et des déficiisgnitifs des 1’dge de 4 mois. De plus,cete lignée
développe une perte de neurones contrairement a la plupart des autres modeles APP et
hAPP/PS1Qakley et al, 2008.

Des souris transgeniques exprimant la mutation PS1-A246E ont été génerées par le
laboratoire Merck (Rahway, New Jersey, USA). Ces souris transgéniques ont été créées a
partir d'un knock-out pour lesquels le gene PS1 murin a été supprimé. Le gene PS1 humain a
été inséré, non muté (Thy-hPS1) ou muté (Thy-hPS1A246E). Ces souris ne présentaient ni
dépdt amyloide, ni perte neuronale. Toutefois la mutation humaine PS1-A246E exprimée avec
la mutation suédoise de I’APP accélere et augmente les dépbts amyloides de maniére
considérable alors que la mutation APPswe seule montre des dépbts amyloides chez les souris
transgéniges a partir de 1’4ge de 18 mois; la double-mutation (APPswe/PS1-A246E)
présente des plaques amyloides dans I’hippocampe, le subiculum et les cortex frontaux et

occipitaux dés I'age de 10-12 mdBo(chelt et al.,1997).

Des souris Knock-In (KI PS1-1213T) présentant la mutation découverte dans une
famille japonaise et qui induit une apparition précoce de la MA dés I'age de 45 + 4 ans, ont été

générées par une équipe Japonaise de I'Université d'Osaka.

Les modéles de souris déja cités développent la pathologie amyloide mais pas la
tauopathie. Les efforts fournis pour modéliser la pathologie neurofibrillaire dans la MA se
sont surtout basés sur I'expression de la protéine Tau humaine portant des mutations qui
causent la démence frontotemporale (DFT). Cependant, il faut noter que les mutations de la
protéine Tau ne causent pas la MA et que le mécanisme par lequel les mutations de la protéine

Tau sont impliqués dans la pathophysiologie de la MA est encore mal connu.

Les souris transgéniques hAPP/Tau, appelées TAPP, ont été obtenues en croisant la
lignée de souris transgénique Tg2576 et ladlegiNPL3, exprimant la mutation P301L de la

protéine Tau humaine. La mutation P301L est la mutation de la protéine Tau la plus commune
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chez les patients atteints de la DFT et favorise I'accumulatioradel & modéle de souris
JNPL3 exprime la protéine Tau humaine a un niveau semblable & la protéine Tau endogéne et
développe des déficits moteurs et comportementaux. Le d&pichez les souris TAPP est
semblable a celui observée chez la lignée Tg2576, mais la pathologie Tau est sévere indiquant

qu’Ap peut accélérer la tauopathie.

Un autre modele utilisant les mutations de la protéine Tau est le modéle 3xTg obtenu
en combinant les transgénes de I'APP, PS1 et Tau muid@PP portant la mutation
suédoise et la protéine Tau avec la mutation P301L ont été co-injectés dans des cellules

embryonnaires homozygotes pour la mutation M146W8a(Oddo et al., 2003.

Des modeles de souris transgéniques basés sur 'utilisation des mutations du géne de
I’APOE ont été développés avec des transgeénes qui portent des isoformes humains de I’APOE
avec différents promoteurs. Actuellement, des souris Knock-in ApoE3 et APOE4 sont
disponibles. Les souris Knock-in ApoE4 développent des déficienceta gdasticité
synaptique et cognitive. Ces souris croisées avec des souris transgéniques APP développent

des dépodts amyloides plus importamaléset al, 2009

¢ Poisson zebreBien que le modéle souris présente plusieurs avantages justifiant sa
large utilisation, d’autres modeles animaux sont actuellement développés. Le modele des
poissons zébres esbnsidéré comme modeéle vertébré approprié a 1’étude des maladies
humaines. Comparé a d'autres modeles vertébuésisation des poissons zebre mutants est
moins co(teux et plus faciles a reproduire. Des mutants de poisson zébre ont permis de
mieux comprendre quelques conditions physiopathologiques de certaines maladies. Le
génome de ces poissons contient différentes genes impliqués dans la MA. Cet animal a
deux genes semblables a I'APP humaine, appa et appb, des orthologues de la 3-sécrétase et
de la y-sécrétase sont trouves et sont exprimés dans le CNS. Les PS-1 et 2 sont exprimeés
dans tous les organes durant I’embryogenése ; cependant, I’expression de la PS-2 se limite
au CNS, a I'ceil et a la moelle épini¢re. L’ApoE est exprimée dans les yeux des poissons
zébre et dans quelques cellules des régions cérébrales suivantes: mésencéphalique,
télencéphalique et rhombencéphalique suggérant qu'il puisse jouer une fonction significative

dans le CNS de cet animal.

Pour mieux comprendre la contribution de la protéine Tau dans la tauopathie et dans la
formation des DNF, un modéle de poisson zebre a été crée en utilisant le gene de la protéine

Tau humaine. Ce géne, portant des mutations associées a la forme familiale de la MA, a été
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fusionné ala GFP (Green fluorescent protein) et son expression était sous le contrdle du
promoteur GATA-2 du poisson zebre. Cette stratégie a permis de développer un modele qui
présente les caractéristiques de la tauopathie (accumulation de la protéine Tau fibrillaire au

niveau des axones et du corps cellulaire) mais pas de facon Siatias{ewiczet al, 2003.

Bai et al ont établi une lignée transgénique de poisson zebre Tg (eno2:Tau) exprimant
la protéine Tau humaine mutante de facon stable au niveau du CNS. Des accumulations sont
présentes dans la rétine, les axones et les neurones somatiques. L'expression stable de la

protéine Tau a I'age adulte facilitera I'examen de la progression de la tauopathie dans la MA.

Un autre modeéle exprimant Tau de facon stable a été cré&agaetet al en utilisant
un transgéne de la protéine Tau avec une mutation (TAU-P301L) trouvée chez des patients
atteints par la DFTRaquetet al.,2009. L’expression du transgéne induit le développement
des caractéristiques pathologiques de la tauopathie. DePplgisetet al. ont testé I’effet de

I’inhibition de la GSK3-f responsable de la phosphorylation de la protéine Tau.

e Drosophile : La drosophile est aussi un intéressant modéle qui a été utilisé
abondement dans 1’é¢tude des maladies neurodégénératives et en particulier la MA. Cet animal
possede tous les composants de la machinerie de I’APP aussi bien pour la voie
amyloidogénique ou non amyloidogénique. De ce fait, Le modéle drosophile été appliqué
pour la découverte de nouveaux régulateurs géneétiqueclivage de I’APP et pour
I’évaluation de I’effet de certains inhibiteurs de la y-sécrétaseDe méme, I’utilisation de ce

modele a démontré que 1’ubiquiline dans la régulation de I’activité de la préséniline.

9. Prévention et Traitement de la Maladie d'Alzheimer
9.1 Nutrition et maladie d'Alzheimer

De nombreuses études épidémiologiques traitanti@gortance de la nutrition dans
le développement des maladies neurodégénératives sont dispoKiliegn( et al, 2004;
Cole & Frautschy, 2010Q. Ces études ont permis de montrer que I’influence de 1’alimentation
est indépendante du sexe et de I’origine des individus. Ainsi, des Afro-Américains et des
Japonais émigrés aux Etats-Unis y présentent un risque plus élevé de développer la MA que
dans leur pays d’origine. Ces études sont confortées par le fait que les pathologies
neurodégénératives ont une prévalence moindre chez certaines populations ayant des modes
de vie et des régimes alimentaires moins favorables a leur développement. Ainsi, les

personnes profitant du « régime méditerranéen » riche en huile d’olive et en poissons gras,
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donc en AGMI et AGPI, présentent une plus faible risque a développer des troubles cognitifs

liés au vieillissementRanzaet al, 2004; Scarmeaset al, 2006a; Scarmeast al., 20061).

Par alilleurs, il a étémontré que des rats ou des souris dont 1’alimentation est
supplémentée en DHA ou en huile de poisson présentent une meilleure capacité
d’apprentissage que les animaux dont 1’alimentation est dépourvue d’AGPI de type ®3
(Tanabeet al ., 2009. L’intérét nutritionnel des AGPI et notamment du DHA, proposé par
Burr & Burr des1929 est confirmé par de multiples travaux, avec quelques limitations
concernant le stade d’évolution de la démence (Luchsinger et al, 2003. Ces travaux basés
sur un apport journalier de DHA et /ou d’AA ont montré que la vitesse de déclin du score
MMSE (donc des fonctions cognitives) est plus faible chez les patietitss d’une démence
faible ou modérée traités par les AG romparativement aux patients placebo, alors que
pour les patients souffradtune démence plus sévére la vitesse de déclin est plus importante
(Yvonne Freund-Levi et al., 2006; Susumu Kotani et al., 2006; Cunnane et al, 2009;

Cole & Frautschy, 2010)

L’ensemble de ces travaux suggere une influence déterminante de I’apport et du
métabolisme lipidique dans le maintien des fonctions cognitives. D’autres classes d’aliments,
parmi lesquelles les fruits et légumes riches en composés antioxydants et/ou anti-
inflammatoires tels que les polyphénoldatman et al, 2006) les vitamines ou les
flavonoides, pourraient jouer un réle clef lors du vieilissement en prévenant les maladies
neurodégénérativeddsephet al, 2005. En effet, ces derniéres se traduisent souvent par une
forte augmentation des marqueurs de stress oxydarih survenue d’un processus
inflammatoire dont ’ampleur peut étre limitée par 1’ingestion de tels composés. La présence
dans I’alimentation de métaux comme I’aluminium a aussi été largement étudiée. Ce métal
affecte le foie, induit une augmentation du taux de cuivre et une dérégulation de son

homéostasie causant une totd@u niveau du cerveaBrenner, 2013.

9.2 Lieu de vie, mode de vie, stimulation cognitivet Maladie d'Alzheimer

Les troubles cognitifs liés au vieillissement sont moins représentés dans les classes
socioéconomiques élevées. Ainsi, il a été montré que les personnes développant peu de
relations sociales présentent un risque élevé de développer une démence. Une méta-analyse a
montré I’existence d’un lien entre le déclin des facultés cognitives et de faibles performances
intellectuelles Fratiglioni et al, 2004 suggérant une influence directe des activités

intellectuelles, sportives et sociales dans la protection contre les pathologies
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neurodégénératives. Il était déja proposé que le contexte intellectuel étidifférents
mécanismes reposant sur les aspects comportementaux et psychologiques. La conservation
d’une activité sportive et/ou intellectuelle permettrait en particulier de limiter 1’état dépressif

qui constitue un facteur de risque important pour les pathologies neurodégénératives et de
préserver les fonctions cognitives par une stimulation de ces dernieres. Par ailleurs, des études
in vivo sur la souris ont démontré que la stimulation par un environnement plus riche (mise a
disposition de différents jouets) augmente le nombre de dendrites et de synapses par neurone
(Van Praaget al, 2000, stimule 1’apprentissage et les fonctions cognitives aprés 1’apparition

de différentes Iésions cérébrales, limite la formation des dépbts amyloides caractéristiques de
la MA et facilite la signalisation dann&ippocampe dans les animaux transgénigques modeéles
(Lazarov et al, 2005 ; Costeet al, 2007; Valeroet al, 2011, Li et al, 2013.

Le niveau d’éducation et les activités socioprofessionnelles conférent une réserve
cognitive permettant de tolérer des dommages cérébraux plus sS8aeadaset al,, 2009.
Cette réserve pourrait aussi expliquer des profils de détérioration cognitive distincts, affectant
surtout la mémoire et 1’attention chez les patients de faible niveau d’éducation, tandis que les
patients de niveau élevé subissent davantage une altération de la pensée &ustyade(
al., 2009.

9.3 Traitements pharmacologiques

A T’heure actuelle, on ne dispose pas de traitement de fond de la MA. L’arsenal
thérapeutique se limite a un traitement symptomatique de la maladie. Ces traitements sont des
anticholinestérasiques, c’est a dire des inhibiteurs de cholinestérase, enzyme responsable de la
dégradation de 1’acétylcholine, utilisés pour réduire le déficit cholinergique du systéme
nerveux central associé a la maladie. Les plus utilisés sont la tacrine, le donepezil la
galantamine eta rivastigmine. Ces traitements permettent une stabilisation puis une
diminution de la vitesse du déclin cognitif, voire une amélioration des troubles chez certains
patient. D’autres traitements ont ét¢ mis sur le marché et essentiellement, la mémantine
indiquée dans les formes modérées et séveéres de la MA. C’est un agoniste du récepteur du
glutamate de type NMDA (acide N-méthyl-D-aspartiquié agit sur 1’excitotoxicité du
glutamate en réduisant 1’influx calcique responsable de la mort neuronale et des atteintes de la
plasticité synaptique. Une association de la mémantine avec les inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase s’est montrée bénéfique. D’autres classes thérapeutiques sont proposées

dans le traitement des troubles psycho-comportementaux comme les inhibiteurs de la
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recapture de la sérotonine ayant une efficacité¢ sur la tristesse, I’irritabilité et I’anxiété des

patients ou les antiépileptiques thymorégulateurs.

D’autres pistes de recherche thérapeutique ont ciblé les deux molécules impliquées

dans les Iésions de la maladie, le ppimyloide A et la protéine Tau

Pour I’AP, les études ont essayé d’intervenir a différents niveaux de la genése et

I’accumulation du peptide amyloide a savoir :

- L’inhibition ou la modulation de la production d’Af a I’aide des inhibiteurs de la -
Sécréise (inactivation du géne) et de la y- sécrétase (cible la PS1 et la PS2). Une modulation
du clivage de ’APP au détriment de la production d’AP est également envisagée par des
médicaments modulant la teneur en cholestérol comme les statines. En effet, le clivage par
les B- et y-sécrétases ont lieu dans des zones membranaires riches en cholestérol, de type
radeaux lipidiques, tandis que le clivage par l’a-sécrétase a lieu dans des zones
membranaires a faible teneur en cholestéfohsi, une haute teneur en cholestérol
membranaire favoriserait la production d’ApB tandis qu’une faible teneur favoriserait la
production de sAPPa (Simonset al, 1998.
- L’inhibition de 1’oligomérisation d’AP et de la formation des fibrilles amyloides.
Cette stratégie vise a bloquer le mécanisme deaton des plaques formés d’Ap et ceci par
I’utilisation de diverses méthodes :
e Utilisation d’une molécule susceptible de s’associer au domaine 17-21 d’AB
impliquée dans I’oligomérisation du peptide associée a la formation d’un feuillet (3, et
ceci de facon a inhiber la formation du feuillet B et les associations intermoléculaires
AB-AP. Ces molécules ont la capacité de franchir la barriére hémato-encéphaliquete
résistent a la dégradation.
e Utilisation d’un chélateur du zinc et du cuivre, le clioquinol quis’est avéré
capable de réduire la déposition amyloide chez des souris modéles de MA et de
solubiliser des plaques amyloides issues de tissus cérébraux humains prélevés post
mortem. Cette molécule qui crée une déficience en vitamine B12 a été detirée
marché et devait étre utilisée en supplémentant avec cette vitamine.
e Une vaccination compte tenu que sitmmunisation active de souris
modeles par AP 142 , SOitI’immunisation passive par des anticorps antAf réduisent
les dépbts amyloides et les déficits cognitifs. Une réduction du déficit cognitif a été

observée chez des souris modéles immunisées sans réduction apparente de la
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déposition amyloide maiss essais cliniques sur ’homme ont été arrétés brutalement

en phase II, du fait d’importantes méningio-encéphalites (développées chez 5 % des
patients) Check et al, 2003. Une immunisation sans réponse inflammatoire critique
avec des fragments N-terminaux du peptide amyloide a été enviddgéamufin et

al., 2002.

- L’inhibition de la toxicité du peptide amyloide sous forme oligomérique et
fibrillaire en utilisant des agents ayant une activité anti-oxydafaéta( et al, 2003
comme la mélatonine ou inhibitrice tfapoptose (Celsi et al, 2009. En patrticulier, les
cestrogénes exerceraient un role protecteur ; ainsi un traitement de la ménopause par les
cestrogenes a été associé a une diminution du risque de développer la MAHonjo etal.,
2001).

pY

Pour la protéine Tau, certaines études se sont aussi intéressées a contre carrer le
processus d’hyper-phosphorylation de cette dernigper 1’utilisation d’un régulateur de la
mitose Pinl qus’associe aux formes anormalement phosphorylées de la protéine Tau (vu sa
capacité de reconnaitre les liaisons phosphosérine-proline et phosphothréonine-proline,
principaux sites de I’hyper-phosphorylation de la protéine Tau) et qui est capable de restaurer

sa conformation et sa fonctiohigu et al, 2003.

II. Dysfonctionnement métabolique cellulaire, neurodégénerescence et maladie
d’Alzheimer

1. Métabolisme lipidique, neurodégénerescene¢ maladie d’Alzheimer

Le cerveau est, aprés le tissu adipeux, 1’organe contenant la plus grande proportion de
lipides, soitplus de la moitié du poids sec de 1’organe. Ceci suggere une implication
importante du statut et du métabolisme lipidique dans la structure tissulaire, le fonctionnement

cérébral et le maintien des fonctions cognitii@gsrkhem & Meaney, 2004)
1.1 Cholestérol et neurodégenerescence

Alors qu’il ne représente que 3% de la masse totale du corps, le SNC concentre 25%
du cholestérol présent majoritairement sous forme libre puisque plus de 99,5% du cholestérol
est non estérifié. 1l se distribue principalement au seidede compartiments, d’une part au
niveau @s membranes des cellules neuronales et gliales, et d’autre part dans les cellules
oligodendrocytaires, constituant la gaine de myéline des axbretsdhy et al.,2004 Wood

et al., 2003. Dans le cerveau, la barriere hémato encéphalique Brie le passage du
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cholestérol circulant vers le cerveaua quasi totalité du cholestérol requis est donc
synthétiséele nova(Dietschyet al.,2001 ;Dietschyet al.,2004. Apres la naissance, le taux

du cholestérol est multiplié par 4 dans le cerv@atschy et al.,2004) Cette incorporation
massive étant principalement obtenue par syntldes@ovo(Dietschy et al., 2001) Les
neurones acquiérent le cholestérol dont ils ont besoin par les astrocytes et les
oligodendrocytegBjorkhem & Meaney, 2004).(Leoni & Caccia, 2013a) De plus, grace a

leur fonction phagocytaire, les cellules gliales peuvent recycler le cholestérol des cellules
dégeénérescentédurevics et al, 1995).

Des études controversées suggerent que le traitement par certains agents
hypocholestérolémiants de type statines permettrait de diminuer le risque de certaines
pathologies neurodégénératives. Cette famille de osdmpéduit I’assemblage et le transport
des lipoprotéines et augmente 1’activité des récepteurs hépatocytaires afin de capturer le
cholestérol dans le foie et diminuer la concentration de cholestérol et de triglycérides
circulants(Wolozin, 2004).

Dives résultats obtenus vivo et in vitro ont montrél’importance de 1’homéostasie
membranaire du cholestérol et suggerent un role clef de la composition et des caractéristiques
membranaires dans la production, I’agrégation et la neurotoxicité du peptide AB. Sparks et al.
(1994)ont été les premiers a évoquer un lien entre une alimentation riche en cholestérol et la
présence de dépbts amyloides. lls omihtré une augmentation de I’intensité des dépots
intracellulaires de peptides amyloides dans les nesitBhgpocampe de lapins nourris avec
une alimentation riche en cholestér@’autre analyses réaliséei® vivo sur des souris
transgéniques de MA ont montré une diminutionl’@ecumulation du peptide BAapres
traitement par des statingSparks et al., 2000) Cette diminution pourrait étre due a une
modification du clivage de I’APP. En effet, une diminution du clivage par I’a-sécrétase a été
observée en traitant des cellules avec des taux élevés de chol@témlitz et al., 1996)
alors qu’une diminution du niveau de cholestérol membranaire favorise la voie non
amyloidogene et conduit & une diminutionldetivité B-sécrétaséKojro et al.,2001).

L’hydroxylation du cholestérol permet d’accélérer son passage a travers la membrane
plasmique et constitue la voie majeure pour le transport du cholestérol, son élimination et son
homéostasie au niveau cérébrBh effet, 1’excés de cholestérol est converti en 24S-
hydroxycholesterol (240HC) et cette réaction est effectuée paSihy2Z4oxylase (CYP46),
une ereyme de la famille des cytochromes P-450, et constitue la voie majoritaire

d’élimination du cholestérol (Leoni & Caccia, 2013b).Un autre métabolite détectable dans le
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cerveau est le Z¥hydroxystérol (270HC) capable de traverser la BHE et issu de la
conversion du cholestérol pala 27S-hydroxylase (Lund et al.,, 2003). Le 24S
hydroxycholestérol pourrait constituer un marqueur précoce des perturbations du métabolisme
cérébral du cholestérol associées a la MA. En effet, lors des stades précoces delaelle-ci,
concentration de Bthydroxycholestérol dans le LCR et dans la circulation sanguine est plus
élevée, ce qui est en accord avec I'hnypothése que les dégats neuronaux pourraient étre associés
a un plus haut renouvellement des membranes neuronales, fournissant ainsi des niveaux plus
hauts de cholestérol qui seront conventR4OHC(Hugheset al.,2012; Zuliani et al.,2011,

Kolsch et al., 2004).A des stades plus tardifs, la concentration de 240HC circulant dans le
sang et le LCR chute, ce qui suggére une diminution du métabolisme du cho(&stci

et al.,2004).La réduction du taux dB4OHC a été corrélée a la sévérité de la démence et le
dégré d’atrophie cérébrale (Solomonet al.,2009.

Dans les cellules neuronales humai§esSY5Y, I’augmentation du taux de 270HC a
été associé a une augmentation du niveau @dexgn de protéines APP, B-sécrétase et AR42,
tandis qu'avecel 240HC le niveau d’AB42 reste inchangé associé a une augmentation de
sAPP suggérant que 240HC facilitent le clivage de I'APP selon la voie non amyloidogénique
(Prasanthi et al.,2009) Par ailleurs, ktude des souris CYP46A1a montré dedéficiences
séveres dans leur comportement spatiaux, associatifs et nidtatiret al., 2006).L’étude
de Heverin et al. (2004) a montré que le taux du 270HC a augmenté de 40-80 % dans le
cortex temporel, pariétal et occipital de malades atteints par la MA comparé avec le taux chez
le groupe contréle. Dans les mémes échantillons, une diminution de 20% du taux de®40OHC
été observéeCette augmentation était de 4 fois au niveau des cerveaux de patients portant la
mutation Suédoise APP670/6{@hafaatiet al.,2011).

En raison de sa structure, le cholestérol est sensible a l'auto-oxydation suite a une
attaque par des radicaux peroxydes et en particulier au niveau de la pogitjhuiao,
2011).Les principaux produits de cette oxydation sont des dérivés du cholestérol oxydés en
C-7 incluant des cholestérol-7-hydroxyperoxides ; ces derniers peuvent conduire a la
production de 7-cétocholestérol et de RAgdroxycholestéro{Vejux etal ., 2011).Un effet
pro-apoptotique, pro-oxydant et/ou pro-inflammatoire a été rapporté suite a un traitement de
cellules vasculaires, neuronales et oligodendrocytaires avec les dérivés oxygénés du
cholestérol en C7 et en particulier avec le 7-cétocholegiéeplix et al., 2008 Vejux &

Lizard, 2009). Ces deérivés du cholestérol oxydés en C7 pourraient contribuer a la

physiopathologie de la MAvaya & Schipper, 2007)
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1.2. Acides gras et neurodégénéréscence
1.2.1 Acides gras, structure et métabolisme

La principale unité structurale des lipides est constituée par les acides gras (AG) qui
sont formésd’une chaine d’atomes de carbone, d’un groupement carboxyle (COOH) &tin
groupement méthyl (CH3) aux extrémités terminales. Les AG servent de substrat énergétique,
stockés sous forme de triglycérides. lls sont également des constituants majeurs de la
bicouche lipidigue des membranes cellulais@ssein d’un glycérophospholipide ou d’un
sphingolipide(Arterburn et al.,2006) Les AG patrticipent enfin a la formation des esters de
cholestérol(Johnson et al., 2006) Ils se subdivisent, seloqu’ils contiennent ou non des
doubles liaisons, en AG saturés (AGS)ertAG insaturés (AGI), eux-mémes répartis, selon
le nombre d’insaturations, en 2 sous groupes ; les acides gras mono-insaturés (AGM) et les

acides gras poly-insaturés (AGPBavary et al., 2013.

1.2.1.1 Les acides gras saturés

Ces AG possédent une liaison simple entre les atomes de carbones. Une graisse
"saturée" est celle qui contient une quantité significative d'/AGS. Les graisses les pl&s saturé
sont solides ou semi-solides a température ambiante. Les exceptions sont les huiles
tropicales : huile de palme, huile de noix de palme et huile de noix de coco. Ces AGS sont
trouvés dans la viande, des produits laitiers et dans quelques huiles tropicales et sont
impliqués dam lI'augmentation du risque des maladies coronariennes, le diabéte et I'obésité
(Simopoulos & Robinson, 1998).

1.2.1.2 Les acides gras mono-insaturés

Ces AG possedent une seule double liaison dans la chaine éaibanide oléique,
composant prédominant de l'huile d'olive, représéhigde gras mono-insaturé (AGMI)
majoritaire de notre régime alimentaire. L'huile d'olive et I'huile de canola contiennent
respectivement 80 et 70% d’AGMI. Les huiles mono-insaturées sont liquidésmpérature
ambiante, mais peuvent étre semi-solide a faible température. Ces AGMI protegent le systeme
cardio-vasculaire, ils réduisent aussi le risque de certains troubles métaboliques tels que la
résistance a l'insuline et le diabéte ; leur consommation est associée avec une faible fréquence
de cancergSimopoulos & Robinson, 1998)Roche et al. (1998) ont montré les effets
avantageux de I'huile d'olive et ont démonjué la substitution d’AGMI par des AGS réduit

le cholestérol plasmatique.

Page 36




Revue bibliographique

1.2.1.3 Les acides gras polyinsatés

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont les acides gras qui ont deux ou plusieurs
doubles liaisons. Toutes les huiles polyinsaturées sont liquides a température ambiante et
restent liquides a faible température. L'huile de lin et I'huile de poisson sont les huiles les plus
riches en AGP([Simopoulos & Robinson, 1998)La plupart des vertébrés sont capables de
synthétiser les AGS ou les AGMI, mais ils ne peuvent pas produire les AGPI.

Les AGPI se subdivisent en trois familles : oméga-3 (n-3), oméga@hgineméga-9
(n-9) définies, selon que la premiére de leur double liaison est situé€"awad 6™ ou au
9°M carbone a partir du groupement méthyl terminal. Les AGPI a longue chaine peuvent étre
obtenus par laoie de biosynthése, a partir de I’acide linoléique (LA, C18:2 n-6) et déacide
alpha linolénique (ALA, C18:3 n-3). Les mammiféeres ne possedent pas les enzymes
nécessaires a la synthakel’ALA et du LA (A12 et Al15 désaturase), de sorte que les deux
AGPI initiateurs de la chaine de biosynthése sont essentiels et doivent obligatoirement étre
fournis par I’alimentation. Ces deux acides gras peuvent étre synthétisés par les plantes qui
représentent donc la eitleure source d’apport. Par une succession de désaturations et
d’¢élongations, I’ALA et le LA sont métabolisés en AGPI a 20 et 22 carbones. Les métabolites
les plus importants sont I’acide arachidonique (AA, C20:4 n-6§ pour le LA, I’acide
eicosapentaénoique (EPA, C20:5)reB1’acide docosahexaénoique (DHA, C22:6 n-3) pour
I’ALA (Figure 7).

L’AA (C20:4 n-6) est synthétisé a partir du LA et il est principalement intégré dans les
phospholipides membranaires. L’AA est libéré des phospholipides membranaires suite a
I’activation de phospholipases et en particulier de phospholipase. &t AG ainsi libéré peut
étre oxydé selon trois voies métaboliques principales ; la premiére voie est la voie des
cyclooxygénases (COX). Cette voie conduit a la synthése des prostaglandines, des
thromboxanes et des prostacyclines qui sont des molécules pro-inflammatoires. Cette voie fait
intervenirdeux types d’enzymes : la cyclooxygénase 1 et la cyclooxygénase 2. La deuxieme
voie met en jeu diverses enzymes dont la 5- lipooxygénase (LOX) pour produire les
leucotrienegDuBois et al.,1998)ayantnotamment la capacité d’induire une augmentation de
la production de TNFe et dinterleukines pro-inflammatoires (IL-1 et IL-6). La troisieme
voie fait intervenir le cytochrome P450 et doit a la production de 1’acide
epoxyeicosatriénoique et tacide hydroxyeicosatetraénoique (Calder, 2005; Calder, 2006).

L’EPA (C20:5 n3) est synthétisé a partir de ’ALA. Comme I’AA, il est intégré dans les

phospholipides membranaires et il est libgaé des phospholipases. L’EPA libéré est alors
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dirigé vers les mémes voies d’oxydation que I’AA. Ces deux AGPI entrent en compétition.
L’oxydation de’[EPA conduit a la formation des le thromboxane A3, de prostacycline PGI3,
de prostaglandine E3 et deucotriene B5. Ces eicosanoides possedent une faible activité
inflammatoire(Calder, 2005; Calder, 2006).

Le DHA est synthétisé a partir de I’ALA par [-oxydation peroxysomale
(Ferdinandusseet al, 2001) Il est ensuite incorporé dans les membranes cellulaires sous
forme de phospholipides. Il est incorporé dans les phopholipides membragaairadir
desquelles lipeut étre libéré par I’action des phospholipases. Le DHA libéré est alors
transformé (comme I’AA et I’EPA) par les COX et les LOX. L’oxydation du DHA via ces
deux voies conduit a la formation de docosanoides de la s&ésoines (docosatrienes,
neuroprotectines...) (Lukiw & Bazan, 2006; Lukiw & Bazan, 2008; Bazan, 2009)Ces
molécules ont une forte capacité anti-inflammatoire, neuroprotectrice et peuvent réguler la

production de I’IL-1p par leur action sur le facteur NFKBong et al.,2003; Calder, 2005).
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Figure 7: Voies de biosynthese des AGPI n-3 et des AGPI n-6 (Innis, 2008)

L’acide eicosapentaenoique (EPA) et [’acide docosahexaenoique (DHA) sont les
principaux acide gras plyinsaturés (AGPI) de la famille des n-3. Ce sont des derivés de leur
précurseur, [’acide a-linolénique (ALA)La conversion de I’ALA, acide gras indispensable en
EPA et DHA s'effectue lentement avec un taux de conversion faible, ce qui rend indispensable
leur consommation directe dans l'alimentation (poisson, produits de la mer). L’acide

arachidonique (AA) est le principal AGPI de la famille des n-6. Il est dérivé de son
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précurseur [’acide linoléique (LA). En cas de carence en n-3, un AGRI Whacide
docosapentaenoique (DPA) est sytnétisé pour remplacer le DHA. Les AGPI sont synthétisés
par une succession d’élongations et de déstaurations. La B-Oxydation peroxisomale est
impliquée dans [’étape finale de synthese des AGPI a 22 carbones. La A6-desaturase et la A5-
desaturase sont les enzymes clefs du métabolisme des AGPI.

1.2.1.4 Les acides gras trans

Les configurations cis et trans décrivent les organisations typiques d'atomes
d’hydrogéne ou de groupes attachés aux atomes de carbone impligués dans les doubles
liaisons. Dans la configuration cis, ils sont localisés du méme c6té du plan contenant la double
liaison carbone-carbone. Pendant le processus d'hydrogénation, un dlgmh®gene se
déplace du cbté opposé du plan contenant la liaison double. Cette nouvelle configuration est
nommee trans.

Dans la nature, la majorité des AGI sont de configuration cis. Cependant, dans
I’alimentation il y a des AG de configuration trans (AGT) ce qui change la structure dans
I’espace, les propriétés physicochimiques, mais aussi le métabolisme et I’impact de ces AG
sur différentes fonctions cellulaires et physiologiques. Par ailleurs, les AGPI sont le plus
souvent de type « méthyléne interrompu », ce qui signifie que les doubles liaisons sont
séparées par un groupement,CH

Les AGT alimentaires ont principalement deux origines. La premiere est une origine
naturelle. Dans ce cas, les AGT résultent de la biohydrogénation ruminale des acides gras
polyinsaturés ingérés par les ruminants et se retrouvent principalement dans les aliments tels
gue le lait et les produits dérivés et dans la viande de run{iceawux et al., 2005).Dans ce
cas, les isoméres trans proviemnée 1’hydrogénation partielle des AGPI catalysée par les
enzymes des bactéries du rumen des animiuxragit essentiellement d’acides gras trans
monoinsaturés (C18:1t et C16:1t) qui different entre eux par la position de la double liaison
trans (isoméss de position). Les teneurs varient avec I’alimentation des animaux (Roy et al.,

2006).

La seconde origine est technologique’industrie des corps gras réalise des
hydrogénations catalytiques partielles, dont les objectifs sont de transformer laétgsopr
physicochimiques d’huiles d’origine notamment végétale (Gerber et al, 2007). Ce procédé
vise a augmenter les points de fusion ou a accroitre la stabilité a 1’oxydation des huiles de
départ. Les isomeres C18:1 9t et C18:1 1€bont caractéristiques des matieres grasses

veégetales partiellement hydrogénées alors que le C18:1 11t est représentatif des matieres
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grasses d’animaux ruminants. Les AGT peuvent provenir aussi des huiles ayant été portées a
des températures élevées.

Par ailleurs, il existe des AG dits conjugués, sans groupemente@ire les
insaturationg’est a dire leurs doubles liaisons sont séparées par une seule simple liaison (au
lieu de deux) dans les AGPI natifs. Un intérét particulier a été porté AZesnjugués, en
particulier lesisomeéres conjugués de 1’acide linoléique (ou CLA pour « conjugated linoleic

acid »).
1.2.2. Les AGPI, molécules essentielles du systéeme nerveux central

Au cours du dernier trimestre de la vie embryonnaire et des 2 premiéres années de
I’enfance, le cerveausubit une croissance rapide nécessitant I’apport ou la synthése de
nombreux nutriments parmi lesquels les AGPI et en particulier le DHA. Les AGPI
représentent environ 35% du contenu lipidigue du cerveau et sont concentrés dans les
membranes des neurones et des cellules de la rétifeasturent le maintien de 1’intégrité et
de la structure membranaiféne diminution de 1’acuité visuelle a été observée in vivo chez
des rats et dgsrimates dont 1’alimentation est appauvrie en DHfBenolkenet al.,1973) Il
en est de méme chez les nourrissons, en particulier chez les enfants prématurés carencés en
AGPI n-3. Les symptbmes observés étant réversibles par supplémentation nutritionnelle
(Carrie et al, 2000 ;Gamoh et al., 2001; lkemoto et al., 2001, Uauy et al., 2003) Les
travaux deBirch et al (1992 et ceuxd’Uauy et al. (2003)suggéerent qu’une supplémentation
en AGPI durantl’enfance permettrait 1’acquisition d’une acuité visuelle et de capacités
cognitives supérieure§Mccann et al., 20095. Toutefois, les premiers essais de
supplémentation des nourrissons présentent des résultats contradictoires. La structure
cérébrale analysée par imagerie RMN n’a montré aucune différence entre les nourrissons
supplémentés en DHA et en AA et ceux nourris avec une alimentation clad&nqué/ezel-

Meijler et al.,2002.

Le déficit en AGPI et plus particulierement en DHA, est impliqué dans des troubles
tels que la schizophréniBhyperactivité ou la dépression, ainsi que dans la MA (Kalmijn et
al., 2009. En fait, destravaux épidémiologiques ont confirmé ces observations. Au sein
d’une cohorte de personnes agées, la teneur membranaire en AGPI n-3 dans les érythrocytes
ainsi que la consommation d’AGPI n-3 sont inversement corrélées au déclin cognitif associé a
I’age (Heude et al., 2003; Solfrizzi et al., 2006; Beydoun et al., 2007 tandis que la

consommation de compléments alimentaires d’huile de poisson associée a un taux élevé
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d’AGPI n-3 dans les érythrocytes sont liés a de meilleures performances cognitives chez les
sujets agésihalley et al, 2004.

Le maintien d’un niveau optimal d’AGPI dans les membranes pourrait donc présenter
un intérét préventif. De ce fait, une supplémentation en AGPI a été proposée pour prévenir les
troubles de comportement et les pertes cognitives associées a certaines maladies

neurodégénératives.

L ‘implication potentielle des AG dans la MA est confortée par 1’utilisation de modéeles
animaux Un certain nombre d‘études a été réalisé par 1°‘équipe de Cole (Calon et al, 2005 ;
Calon et al, 2004 ; Limet al, 2005 ; Calon & Cole, 2007)Le modéle utilisé était celui de
la souris transgénique Tg2576 qui surexprime le géne humain AP&swd;Ap humaine.
Des régimes alimentaires déficients en AGPI n-3, ou déficients en AGPI n-3 et supplémentés
en DHA, vs unrégime standard ont été administrés. Les zones céréliralgsét ¢taient le
cortex et 1°hippocampe connues pour étre impliquées dans la MA. Les principaux résultats ont
montré, dans le cortex frontal des animaux soumis au régime déficient, un déficit en DHA et
une augmentation des AGPI n-6 amplifiés chez les souris transgéniques par rapport aux
animaux non transgéniques. Le régime déficemduit également une perte massive de
marqueurs post-synaptiques sans modification de marqueurs pré-synaptiques, plus importante
chez les animaux transgéniques que chez les sauvagepotentialisélactivation des
caspases chez les animaux transgéniques; cet effet a été partiellement corrigé par la
supplémentationen DHA. Au total, I‘ensemble de ces résultats est en faveur d‘une
augmentation de la vulnérabilité a la MA en cas de déficience en AGHDTauBres travaux
(Oksman et al., 2006; Hooijmans et al., 2007)ont été effectués sla souris transgénique
APPswe/PS1AE9 qui exprime la préséniline humaine. La premiere étude epérimentale visait &
étudier les effets du rapport n-6/n-3nsl le régime alimentaire sur I’accumulation cérébrale
d’AB. Le régime était soit standard, soit enrichi en AGPI n-6, soit enrichi en AGPI n-3. Ces
études ont montré que le régime enrichi en AGBI induisait une diminution de I’AB
hippocampique, en accord avec les travaukige et al. (2005) En ce qui concerne la charge
en plagues, une diminution a été obsertém (et al., 2005) Le régime enrichi en DHA était
aussi capablde diminuer 1‘activation microgliale, marqueur de la neuroinflammation, sans
effet sur la mémoire spatiale. Une étude a aussi été réalisée sur des souris transgéniques 3xTg-
AD, qui surexprimentles protéines AP et Tau humaines (Green et al., 2007) ou quatre
régimes alimentaires ont été utilisés : un régime enrichi en AGPI (acide §jasmrégime

enrichi en DHA (acide gras n-3), un régime enrichi en DHA+DPA (& la fois en acide-8ras n
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et n-6), et un régime enrichi en DHA+AA (a la fois en acide gras n-3 et n-6). La
sudémentation en DHA réduisait 1‘accumulation de 1’Af soluble et intraneuronal ainsi que la
quantité de la protéine Tau dans 1’hippocampe.Les effets sur la réduction d’Ap étaient
atténués pour les régimes enrichis en DHA + (AA ou DPA) par rapport au régime DHA seul.
Il semblait aussi que la présence de DPA dans le régime ait un effet réducteur impoldant sur
phosphorylation de la protéine Talles auteurs concluaient qu‘une supplémentation
combinée de DHA + DPA pourrait avoir un intérét thérapeutique.

Multiples hypothéses ont été élaborées pour expliquer les effets protecteurs des AGPI
n-3. Ces effets sont potentiellement liés a la capacité des AGP& agir en tant que
molécules neuroprotectrices qui peuvassurer la survie des cellules. Différentes voies de
neuroprotection ont été propeséTout d'abordLukiw et al. (2005)ont montré que la NPD1
issue du DHA par la 15-lipoxygénase (15-LOX) réduit I'apoptose des cellules en présence de
I’AB42. 1ls ont également montré que les cellules traitées par NPD1 et DHA ont des niveaux
d'expression plus élevés des génes codant pour des protéines anti-apoptotiques de la
superfamille Bcl-2En outre,Akbar et al. (2005)et Florent et al. (2006)ont montré que le
DHA augmente la concentration de la phosphatidylsérine, qui contiildtiehibition de
l'activité caspase-3 conduisant a une augmentation de la survie cellulaire. Enfin, le facteur
neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) a ét@a@é a 1’augmentation de la survie des
cellules.Rao et al. (2007) ont constaté que les niveaux de BDNF baissent dans le cerveau
suite ala privation les rats d’un apport en AGPI n-3. Un autre mécanisme potentiel a été
proposeé : les AGPI auraient la capacité de modifier la composition, le contenu en cholestérol
et la structure des micro-domaines (ou radeaux lipidiques) et peuvent par cela influencer la

fluidit¢ membranaire et affecter le processus de clivage de I’APP.
1.2.3 Acides gras polyinsaturés et modulation de la fluidité membranaire

La fluidité membraaire caractérise 1’état physicochimique de la bicouche lipidique
qui constitue les membranes cellulaires. Les échanges entre les milieux intra- et
extracellulaires exigent une membrane cellulaire ni trop rigide, ni trop flUalemey &
Kinnunen, 2006).Le degré de fluidité membranaire est modulé par les AGPI provenant de
I’alimentation et qui s’incorporent dans les phospholipides membranaires ainsi que par le
cholestérol. La fluidité membranaire dépefuckaux d’insaturation des AGPI incorporés dans
les phospholipides membrara. L’AA, ’EPA et le DHA sont de puissants modulateurs de
la fluidité membranair€Yehudaet al.,2002.
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Des modifications de I’alimentation conduisent a des changements visibles a plus ou
moins long terme. L’apport en DHA (10 mg/jour) pendant 8 semaines chez des rats adultes
(20-22 mois) induisait une augmentation de la concentration en DHA dans les tissus
cérebrauxLittle et al.,2007) Une étude menée chez des rats carencés en AGPI n-3 a étudié
la cinétique d’incorporation du DHA dans différents tissus : plasmatique, cérébral, rétinien et
hépatique(Moriguchi et al., 2001). Au niveau cérébral, aprés deux sém@d’apport en
AGPI n-3, les rats présentaient une augmentation de 35% de la teneur en DHA. Une
modification compléte était retrouvée apres 8 semaines de traitement pour le cerveau et la
rétine. En ce qui concernait le plasma, une augmentation de 100 % de la teneur en DHA était
obtenue apres deux semaines d’apport en AGPI n-3. Il était également décrit qu’au niveau
cérébral, les variations de la composition en AGPI contenus dans les phospholipides
dépendaient essentiellement de 1’apport en acides gras libres et de réactions d’estérification et
de désestérifications. Seul 4% des phospholipides cérébraux proviennaient des phospholipides
plasmatiques(Rapoport, 2003). Selon Xiao & Li, (1999) et Young et al. (2000),
I’application d’AGPI (EPA, DHA) sur des coupedhippocampe conduisait a moduler
I’excitabilité neuronale.

La modfication de la fluidit¢ membranaire par la fraction d’acides gras libres ou
encore par un changement de la composition en phospholipides peut conduire a des
changements fonctionnels de protéines telles que les enzymes, les récepteurs ou les canaux
ioniques. Ceci pourrait s’expliquer par une modification des interactions protéiques, une
modification de la conformation des protéines transmembranaires ou une modification de

I’accessibilité des sites de liaisons des substrats (Fernstrom, 1999; Yehudaet al.,2002).
2. Stress oxydatif et Alzheimer
2.1 Stress oxydatif : rappel
2.1.1 Génération du stress oxydatif et systémes de défense

L’exécution des certaines réactions enzymatiques, au sein de la cellule et notamment
au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale, entraine une génération de radicaux libres.
Des radicaux libres sont également produits au cours de la synthése de molécules suite a
diverses réactions biochimigues pouvant ou non faire intervenir différentes enzymes (xanthine

oxidase, NADPH-oxidase‘nitrous oxide synthasemductibles (iNOS), ...).

Les radicaux libres sont une forme particuliere d’espeéces chimiques (atome ou

molécule) qui possedent un électron célibataire (ou non apparié). Cette propriété les rend
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aptes a réagir avec differentes molécules.production de ces especes pro-oxydantes est
normale et s'accompagne d'un réle physiologique important. Du fait de leur haute réactivite,
ils peuvent réguler le phénoméne d'apoptose, en entrainant la mort de cellules évoluant par
exemple vers un état cancéreux. lls activent des facteurs de transcription, eux-mémes
responsables de l'activation de genes impliqués dans la réponse immunitaire (phagocytose).
llIs modulent encore l'expression de genes de structure codant pour les enzymes anti-

oxydantes.

Notons que parmi les radicaux formés chez les étres vivBat$on radicalaire
superoxydes (®) et le monoxyde d’azote (NO’) sont peu réactifs comparativement aux
radicaux péroxyls (ROQet surtout au radical hydroxyl (HQgui le sont extrémement avec
la plupart des molécules des tissus vivants. D’autres especes dérivées dites espéces réactives
de I’oxygéne (ERO), comme le peroxyde d'hydrogene@) et le nitroperoxyde (ONOOH),
ne sont pas des especes radicalainesis sont aussi trés réactives et peuvent étre des

précurseurs de radicaux.

Pour assurer leur équilibre RedOx, les cellules doivent maintenir I'équilibre entre la
production des ERO et les défenses anti-radicalaires pour é&Vitkération des
macromolécules cellulaires. Plusieurs études ont montré que les défenses anti-oxydantes de
l'organisme semblent contrdler le niveau des ERO plutét que de les éliminer compléetement
(D’Autréaux & Toledano, 2007). Le déséquilibre entre la production des ERO et leur
élimination, que ce soit par un déficit en antioxydants ou par une surproduction importante de
radicaux libresentraine 1’apparition du stress oxydant. Ce stress pourrait entrainer des
dommages aux macromolécules cellulaires. Ces dommages constituent un élément majeur

dans le processus de vieillissemétdiman, 1956

Pour se protéger contre le développement et la propagation du stress oxydant dans tous
les compartiments, la cellule met en ceuvre divers mécanismes de défense. Le premier moyen
consiste a utiliser des molécules anti-oxydantes de faibles poids moléculaires ou des enzymes
anti-oxydantes pour capter ou neutraliser rapidement les radicaux. Les principales molécules
anti-oxydantes utilisées par les cellules sont la vitamine C (ascorbate), la vitamine-E (ou
tocophérol) et le glutathion réduit (GSH)dlliwell & Gutteridge, 1999). La vitamine C
permet de neutraliser I'anion superoxyde. La vitamine E neutralise les radicaux peroxydes et
c’est probablement le plus important inhibiteur de la formation de peroxydes lipidiques. Le

GSH permet de métaboliser le peroxyde d'hydrog€hetains transporteurs d’électrons
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peuvent intervenir pour diminuer I’ampleur des ERO tel que le cytochrome ¢ qui peut étre

réduit par les anions superoxydes en régénérant 1’oxygene. Le cytochrome c¢ réduit peut

ensuite transférer des électrons au Complexéel\ chaine de transport d’électrons et servir

a la production de ’ATP (Turrens, 2003. Ces outils de défense sont renforcés par I’activité

d’une variété d’enzymes antioxydantes. Ces enzymes sont localisées dans différents
compartiments cellulaires, incluant les mitochondries (superoxydes dismutases (SOD1 et
SOD2) contenant respectivement du manganese et du cuivre, glutathion peroxydase (GPx),
thioredoxine réductase), les peroxysomes (catalase), les microsomes (cytochrome P450) et le

cytosol (SOD1, thioredoxine réductase).

Les SOD, des métalloprotéines dont le site actif contient du cuivre, du zinc, du
manganeése, du fer ou du nickel, favorisent la dismutation spontanée de l'anion superoxyde en
peroxyde d'hydrogéne.

SOD
20, +2H' — HO,+ 0,
Le peroxyde d'hydrogene formé peut étre a son tour éliminé par la catalase et la GPx :

La CAT, une enzyme héminique composée de quatre chaines polypeptidiques,
présente exclusivement dans les peroxysomes, transfomamxyde d’hydrogéne en eau et
en oxygene moléculaire et prévient la formation du radical hydroxyle, hautement réactif et

dangereuxXKehrer, 2000).

Catalase
2 HzOz —_— O 2t 2 HZOZ

La GPx, sélénium dépendante, possede une forte affinité pour le peroxyde d'hydrogéne
et catalyse sa dégradation en eau et en glutathion oxydé, en utilisant (M&8HGarcia,

2005.
GPx

H,0, +2 GSH— 2 KO, + GSSG
La glutathion réductase (GR) associée au NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide

phosphate) permet la régénération du GSH.

GR
GSSG + NADPH —3 2 GSH+ NADF
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2.1.2 Dommages cellulaires induits par le stress oxydatif

Lorsque les antioxydants et les enzymes antioxydantes ne réussissent pas a neutraliser
les ERO, divers dommages peuvent affecter toutes les composantes de la cellule. Ces
dommages liésau stress oxydant se traduisent par digergltérations biochimiques
intracellulaires telles que 1’oxydation des protéines (Davies, 2003)des lipidegDurand et al,

20095, de I’ADN (Cooke et al ,2008 et des ARN arkesbery & Lovell, 2007). Ces
dommages peuvent parfois mener a la mort celluf&raunig & Kamendulis, 2007). Les

lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque
par le radical hydroxyle (OH capable d'arracher un hydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyle
(ROQ"). Cette réaction forme une réaction en chaine car le radical peroxyle formé se
transforme en peroxyde (R-OXJ) au contact d'un autre acide gras qui forme un nouveau

radical diene conjuguééterbauer et al, 1999. Le radical peroxyle, aprés évolution en un
peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut libérer différentes aldéhydes toxiques dont
le malonaldialdéhyde (MDA) ou I'hydroxynonenal (4-HNEgyier, 2003. Les protéines
cellulaires subissent au cours d’un stress oxydant deux catégories de réactions d’oxydation :

une qui rompt les liaisons peptidiques et les modifie et I’autre qui modifie les peptides par
addition de produits issus de la peroxydation lipidique. De telles modifications conduisent a
une perte de fonction catalytique ou structurale des protéines affectées d’ou le bouleversement

du fonctionnement cellulaireLévine, 2003. L’ADN nucléaire ou mitochondriale peuvent

étre aussi la cible de I’oxydation qui peut créer un grand nombre de dommages, a savoir
I’oxydation de la guanine conduisant a la formation d’oxoguanine, des cassures des brins

d’ADN, la dégradation du désoxyribose ou la formation d’adduits de I’ADN (Cadet, 1999
Marnett, 1999).

2.2 Implication du stress oxydatif dans la physiopathologie de maladie

d’Alzheimer

Les radicaux libres sont des agents délétéres puissants qui causent la mort cellulaire et
des dégats irréversibles. Il semble que ces radicaux modifigt0lfhses d’ADN chaque
jour. 1l semble que les neuronesiesa particulierement vulnérables a 1’attaque par les
radicaux libres pour de multiples raisons ; leur faible contenu en GSH, la richesse de leur
membrane en AGPI et la nécessité de quantités importantes d’oxygeéne pour le métabolisme

cérébral.
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Diverses études suggerent que le stress oxydatif est 1’événement déclencheur de la
MA. Le fait que l'dge soit le premier facteur de risque de cette démence eenéite

hypothése du fait que les dégats causés par les ERO peuvent s’accumuler au fil des années.

Beaucoup d'études ont fourni des arguments en faveurdes conséquences délétéres
causeées par le stress oxydatif sur les cibles cellulaires dans la MA. L'oxydafioxDiN
mitochondrial, et dans une moindre mesure, de I’ADN nucléaire, a été observée dans le cortex
pariétal de patientstteints ou non de la MA. De méme, I’oxydation des protéines a été
observée da facon tres marquée au niveau des régions cérébrales présentant des altérations
histopathologiques sévéres. Une augmentation de la peroxydation lipidique a été remarquée
au niveau du lobe temporal des patients Alzheimer ou les altérations histopathologiques sont

considérables.

Il a étésuggéré que la peroxydation est&elau génotype de I’ApoE. Les sujets
portants I’allele €4 sont plus susceptibles a cette atteinte. De plus, plusieurs études ont
identifié dans les cerveaux de patients Alzheimer, et en particulier au niveau des DNF, des
produits de la peroxydation lipidigue a savoir le malondialdéhyde, le péroxynitrite, les

carbonyles et les AGEs (advanced glycosylation end pred@tiristen, 2000).

I a été montré que le 4-HNE est trouvé a des taux importants chez les patients
Alzheimer, et qu’il est toxique sur des cellules de I’hippocampe en culture. La grande
réactivité de cet aldéhyde pourrait causer la mort cellulaire en altérant les ATPases impliquées
dans le transfert ionique et dans 1’homéostasie calcique (Markesbery, 1997. Les produits de
la peroxydation lipidigue sont capables de se lier de facon covalente aux protéines et de

former des adduits avec les résidus cystéine, lysine et histidine.

De plus, les radicaux hydropéroxydes peuvent subir une endocyclisation pour produire
des esters d’AG. Deux classes de ces AG cycliques sont formés ; les iso-poprostanes et les
neuroprostane@Morrow et al., 1992; Musieket al.,2005) F2-iso- prostanes (F2-IsoPs) est
le produit de la peroxydatiade I’AA alors que le F4-neuroprostanes (F4- NPs) est le produit
de I’oxydation du DHA. Des concentrations élevéeskizlsoPs ont été observes dans le LCR

des patients AlzheiméMontine et al.,1998).

La peroxydation des lipides membranaires peut avoir différentes effets a savoir,

I’augmentation de la rigidité de la membrane, la diminution de ’activité des enzymes ancrées
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a la surface (pompe a soduim), une altération de 1’activité des récepteurs membranaires et de

la perméabilit§ Yehudaet al.,2002; Anzaiet al.,1999)

Une relationdouble existentre I’ AP et la production des radicaux libres. D’une part,

le processus oxydatif stimule 1’agrégation de I’A in vitro et d’autre part, I’Af est une source

de radicaux libregDyrks et al, 1992)

3. Implication des mitochondries
3.1 Structure et fonctionnement des mitochondries

Les mitochondries sont les seules constituantes de la cellule cayEADN (ADN
mt), une machinerie de synthese des ARN et de protélfwesefois, ’ADN mt ne code
seulement que pour 13 protéines fondamentales pour la fonction mitochondriale et plus
particulierement pour les complexes de la chaine respirgftandor & Turnbull, 2005) .
Ces organites sont composés d'une membrane externe, un espace inter-membranaire, une
membrane interne et une matrice. Les mitochondries ont un rétgiciitins ’homéostasie
de la cellule ; elles fournissent 90% de I'énergie nécessaire a divers processus cellulaires et
participent a d'autres voies métaboliqu2s.point de vue morphologique, la forme et la taille
des mitochondries est fortement variable. Leur morphologie est parfois contrdlée par des
éléments du cytosquelette, a savoir les neurofilaments et les microt(idatesann et al.,
1998) Un tiers des mitochondries est en mouvement le long des microtubules et des filaments
d'actine tandis que la majorité d'entre elles sont stationnaires. Le mouvement des
mitochondries et leur accumulatiatont coordonnés, puisqu’elles sont transportés aux
régions ou la consommati@nATP (Adénosine tri-phosphate) et la nécessité de I'énergie sont
particulierement importantes. Le nombre de mitochondries varie aussi selon |'état énergétique

de la cellule.

Le pyruvate généré par la glycolyse dans le cytosol est métabolisé ercaeéiyme
A (acétyl CoA) au niveau de la membrane interne mitochondriale. L’acétyl CoA aussi généré
par lap-oxydation mitochondriale (et accessoirement peroxysomale) des acides gras est a son
tour métaboliséCO, en via le cycle de 1’acide citrique (ou cycle de Krebs) en produisant
simultanément des électronises électrons sont alors transportés par étape a travers une série
de complexes enzymatiques. Ces complexes sont associés aux crétes de la membrane interne
des mitochondries (face externe de la membrane interne) et assurent le maintien du gradient
de proton et la formation d’ATP. En fat, il s’agit de 5 complexes enzymatiques dont chacun
est formé de plusieurs sous unités protéigues a sBMEDH-ubiquinone-oxydoréductase
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(Complexe 1), succinate-ubiquinone-oxydoréductase (Complexe 1l), cytochrome C-
ubiguinone oxydoréductase (Complexe Ill), cytochrome c-oxydase (Complexe Af)Pet
synthase (Complexe/). Les électrons sont transportés par le NADH et le FADH
respectivement aux complexes I et II qui transfeérent 1’¢électron a 1’ubisemiquinone, cette
derniére I’acheminant au complexe III. L’arrivée de I’électron au complexe IV constitue la fin

de la chaine d’oxydoréduction et entraine la réduction de I’oxygéne moléculaire en eau. Les
réactions associées au passage de 1’¢électron au niveau des complexes I, III et IV entrainent le

passage d’un proton vers 1’espace inter-membranaire a travers les complexes. Ce passage
établit un gradient électrochimique de protons qui crée une force proton-motrice utilisée par le
complexe V pour phosphoryler desolécules d’ADP en ATP, assurant le couplage de la

chaine des oxydoréductions avec la production d’ATP (phosphorylation oxydative).

3.2 Les altérations mitochondriales dans Ilmaladie d’Alzheimer

Les cellules nerveuses fonctionnent en aérobie et par conséquent, leur activité est
dépendante de la consommation de glucose et du métabolisme oxydatif. Dans l'activité
neuronale, le métabolisme du glucose et le métabolisme énergétique sont étroitement liés et
concentrés dans la mitochondrie. La cellule nerveuse métabolise le glucose au niveau du cycle
de Krebs et utilise la chaine de la phosphorylation oxydative pour produire I'ATP nécessaire
au fonctionnement cellulaire. L'énergie fournie sous forme d'ATP au sein de la cellule
nerveuse sert globalement a alimenter les pompes ioniques nécessaires au maintien du
potentiel de membranea permettre le transport axonal et a assurer la synthése de
macromolécules et neuromédiate(Castellani et al.,2002).Peu de travaux ont été effectués
sur la morphologie des mitochondries intra-neuronales dans la MA. Des déformations
mitochondriales apparaissent dans les premiers stades de (/igidiewski et al.,1970) en
premier lieu dans les neurites puis autour des plagues séniles et dans la cellule autour des
dégénérescences neurofibrillaird®hnson & Blum, 1970).Une biopsie de cortex fronto-
pariétal montre une réduction de 25% du nombre des mitochondries mais une augmentation
de leur taille, ces altérations étant directement liées au taux de dommage oxydatif présent dans
les neuroneqHirai et al., 2001). Par ailleurs, la perte du transport axonal modifie la
répartition des mitochondries dans les différents compartiments cellulaires de régions tres
diverses comme le cortex cérébral, le thalamus, le striatum, le cervelet ou le locus coeruleus
(Lin & Beal, 2006). Ces organites s'accumulent dans le corps cellulaire et la diminution

consécutive de leur nombre et de leur taille dans les dendrites distaux contribuent a la perte
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des épines et de l'arborisation dendritiques ainsi que des syr(&bskim et al., 2005;
Baloyannis, 2006.

Dans la MA, trois enzymes-clés mitochondriales du cycle de Krebs présentent une
diminution de l'activité dans les tissus nerveux prélevés en post-mortem, la pyruvate
déhydrogénase servant a transformer le pyruvate en acétyl"Catas et al., 1990) l'a-
céoglutarate déshydrogénase dépendante de la thiam@Bibsof et al., 1988;
Mastrogiacomo et al., 1996) et I’isocitrate déshydrogénase (Bubber et al, 2005)
directement corrélée avec la sévérité du score de démence évalué préalablemeas chez
patients (Bubber et al., 2005). Le peptide AP pourrait étre en partie responsable de ce
dysfonctionnement enzymatique mitochondrial car une inhibition des activités des la pyruvate
déshydrogénaset de l'a-cé&oglutarate déshydrogénase est observée sur des culots de
mitochondries de cerveau de rat aprés incubation de cewxe du peptide AP seul ou en

association avec du monoxyde d'az@asleyet al.,2002).

4. RoOle potentiel du Peroxysome dans le vieillissement et la MA

4.1 Peroxysome:

Le peroxysome est présent dans toutes les cellules eucagybtesdption des érythrocytes)

ainsi que dans les eucaryotes unicellulaires et les cellules végétales supésénges ét

al., 2012. Morphologiquement, ces organites sont caractérisés par une simple membrane qui
délimite une matrice protéique constituée de fins granules matriciels de diametre allant de 0.1
a 1 um Schrader & Fahimi, 2008. La taille, la forme et le nombre des peroxysesme
dépendent de I’organisme et du type cellulaire. Cette différence résulte des processus de
fusion, fission et multiplication que subit cet organite. En effet, le peroxysome est capable de
proliféerer et de se multiplier. Il est dégradé en réponse a des stimuli nutritionnels et
environnementaux Reddy & Mannaerts 1994. Parmi les différents organes, les
peroxysomes sont plus nombreux au niveau du foie (hépatocytes) et du cerveau (astrocytes).
Dans le cytoplasme, ces organites sont tres dynamiques, ils se déplacent le long des
microtubules chez les mammifér&chrader et al., 2003 et des filaments d’actines chez les

plantes et levuresMathur et al.,2002. La biogenése des peroxysomes est peu connue mais
certains auteurs suggerent que cet organite pourrait provenir du bourgeonnement du RE
(proximité des peroxysomes et du RE avec parfois une continuité entre les deux structures

observées par microscopie électronique) ou par bourgeonnement a partir de peroxysomes
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préexistant. Dans ce cas, les organites primitifs importent des protéines, augmentent alors de
taille et se multiplient par divisiorLézarow, 2003; Girzalskyet al.,2010. Contrairement a

la mitochondrie, le peroxysome est dépourvue d’ADN. Toutes les protéines destinées aux
peroxysomes sont codées par I'ADN nucléaire, synthétisées dans le cytosol par les polysomes
libreset transportées aprés traduction au peroxysomes. L’adressage de ces protéines vers le
peroxysome est réalisé en utilisant des voies d’importations spécifiques. Ces voies impliquent

des protéines signal (PTS1 (peroxisomal targeting signal 1) et PTS2) identifiants les protéines
péroxysomales matricielles qui seront reconnues respectivement par PEX5 (peroxin 5) et
PEX7 Eckert & Erdmann, 2003; Rucktaschelet al., 201]). Le PEX19BS (site de liaison

de PEX19) identifie la protéine peroxysomale membranaire et sera reconnu par PEX19
(http://www.peroxisomedb.orp/

4.2 Fonctions péroxysomales en relation avec le métabolisme des AGTLCs

Chez les mammiféres, les peroxysomes jouent un réle essentiel dans le développement, la
morphogenese et la différenciation. Plus de 50 enzymes participent dans différents voies
métaboliques et en particulier dans le métabolisme lipidique et oxyéatihgen et al,

2012. La B-oxydation des AG et I’a-oxydation de I’acide pristanique sont les principales
fonctions du peroxysomeWanders & Waterham, 2006§. Le peroxysome est aussi
nécessaire dans la détoxification du peroxyde d’hydrogeéne (H20O,) via I’activité catalase et

dans la dégradation des purines, des D-acides aminés, des polyamines, des eicosanoides et de
I’acide urique. Dans le cerveau, I'une des principales fonctions des peroxysomes est la
dégradation des acides gras saturés a tres longue chaine (AGTLC) comme C24:0 et C26:0
ainsi que la participation au maintien de 1’équilibre des taux de ces acides gras présents en
guantité importante au niveau de la myéline (complexe lipoprotéique entourant les axones
des neurones). Ces AGTLCs conferent a la myéline sa propriété d'isolation mais leur
présence en exces peut la déstabiliderdt al., 1995 et/ ou devenir toxique pour les cellules
nerveuses responsables de la synthese de la myéline (oligodendrocytes) et le soutien de
I’architecture cérébrale (cellules microgliales). Une biogenése peroxysomale ou fine
oxydation défectueuse aboutit a I'accumulation des AGTLCs dans le plasma et les tissus
contribuant ainsi’a la démyélinisation (Geillon et al ., 2012 . Dans le cerveau de patients
atteints d’X-ALD (X-linked adrenoleukodystrophy) des taux augment¢ d’AGTLCs sont
observés notamment dans les fractions d’esters de cholésterol, de cérébrosides, de
phosphatidylcholines, de sphingomyéline et de sulfatidissgn & Sargent, 1993. La p-

oxydation péroxysomale des AGTLCs est incompléte, la phase terminale de ce processus est
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donc assurée par la mitochondrie. Le mécanisme est constituée de 4 étapes enzymatiques : la
déshydrogénation, 1’hydrations, la déshydrogénation et le clivage thiolytique libérant un

acide gras plus court et un acétyl-CaManders & Waterham, 2006. L’ AG libéré subit des

cycles successifs geoxydation jusqu’a la formation d’un octanoyl-CoA. Les Acyl-CoA sont

ensuite converties en ester de carnitine par la CAT (Carnitine Acétyl Transférase) ou par la
COT (Carnitine Octanoyl Transférase), ce qui leur permet d'étre exportés du peroxysome vers
la mitochondrie.

La pB-oxydation péroxysomale concerne aussi les AGMI, les AGPI et leurs dérivés (les
eicosanoides et les docosanoides), les AG branchés (acide pristanique) et [’acide
dicarboxylique, dont I’accumulation pourrait étre toxique (Wanders & Waterham, 2006. La
dégradation des eicosanoides est particulierement importante vue son implication dans des
voies inflammatoire. La derniére étape de synthése du DHA s’effectue dans le peroxysome

suite a un cycle dg-oxydation du C24:6 n-Ferdinandusseet al, 200). Le DHA est I’AG

le plus abondant dans le cerveau et les tissus nerveux. Il assure un réle structural au niveau de
la bicouche lipidique des membranes. En outre, il est impliqué dans la neurotransmission, la
plasticité synaptique, 1’expression génique, I’homéostasie calcique (Chapkin et al, 2009;
Salemet al, 200). Sa conversion enzymatique en résolvines, qui réduisent I'inflammation en
inhibant la production des molécules inflammatoires et la migration des cellules
inflammatoires au site Iésionnel, en neuroprotectines et en marsevilma®hage mediator

in resolving inflammation) assure un réle anti-inflammatoire inhibant la génération des
prostaglandines, des leucotrienes et des thrombox&aesofui, 2012 Farooqui et al,

2007. La concentration cérébrale de DHl@pend de I’apport alimentaire d’AGPI n-3 et de

sa synthése au niveau du folRapoport et al, 2010. Un autre r6le métabolique majeur est
assuré par le peroxysomeil s’agit de la synthése d’éthers des phospholipides
(plasmalogenes) qui se déroule en 2 étapaieé et al, 2009. La premiére étape consiste a
estérifier le dihydroxyacétone phosphate (DHAP) avec un acyl-coA a longue chaine grace a
I’enzyme dihydroxyacétone phosphate acyltransférase (DHAP-AT). La deuxieme étape
transforme ’acyl-DHAP en alkylDHAP grace a I’enzyme alkyl-dihydroxyacétone phosphate
synthase (ADHAP-S)Hayashi & Hara, 1997). Le 1l-alkyl-DHAP est ensuite réduit pour
produire le 1-alkyl-phosphoglycérol qui sera métabolisé dans le RE. Les plasmalogenes
semblent jouer des rdles dans la dynamique membranaire, la signalisation cellulaire, le

meétabolisme et le transport du cholestérol, la lutte contre les oxydants, le métabolisme des
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acides gras polyinsaturés (AGPI) et servent de réservoir pour les second messagers
(Braverman & Moser, 2012.
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Figure 8 : Réles du peroxysome (Lizard et al., 2012).

Roles majeurs du peroxysome et voies métaboliques potentiellement affectées dans la
maladie d'Alzheimer et dans les démences de type Alzheimer. Le peroxysome assure des
activités métaboliques multipleda biosynthesea savoir la biosynthese des plasmalogenes,

du DHA et des acides biliaires ainsi glaedégradationpar a-oxydation ous-oxydation des

acides gras ainsi que la dégradation des eicosanoides. Les voies métaboliques
potentiellement impliquées dans le développemevt de la MA et des démences de type MA sont
colorées en jaunes. CoA: coenzyme A; CAT: carnitine acetyltransferase; COT: carnitine
octanoyltransferase; DHAP: dihydroxyacetone phosphate; DHAPAT: dihydroxyacetone
phosphate acyltransferase; DHCA: di-hydroxycholestanoic acid; AG: acide gras; THCA: tri-

hydroxycholestanoic acid; AGTLC : acide gras a trés longue chaine
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4.3Roles du peroxysome dans le controle de I’équilibre RedOx et I’inflammation

En plus de leur réle dans le métabolisme lipidique, les peroxysomes sont impliqué
dans le contrble de stress oxydakfgnsen et al, 2019. Certaines enzymes péroxysomales
commel’Acox (acyl-CoA oxidase) ou iINOnérent des ERO en particulier ’'O,*", le HO»,
et des ERN comme le NI¢€I Rio, 201). En méme temps, les peroxysomes possedent des
systemes enzymatiques qui peuvent contrecarrer le stress oxydatif a savoir la catalase, la

superoxyde dismutase 1 et la glutathion S-transféxaeRjo, 201).

Le stress oxydatif peut endommager I’ADN, les protéines et les lipides au niveau des
cellules neuronales. Ce déseéquilibre RedOx est considéré comme élément déclencheur et/ou
amplificateur de la progression des maladies neurologigu&stération des fonctions
péroxysomales contribue a ce stress et a aussi des conséquences délétéres sur la mitochondrie
a savoir sur le statut RedOx, énergétique et métaboligashchenkoet al.,201% Galeaet
al., 2012)

Le stress oxydatif peut étre observé dans le cas de la délétion d’un allele du gene
codant pour PexJBlconduisant a des dégats oxydatifs au niveau des acides nucléiques. Chez
les sourisPex1P ", une augmentation de la S@Pau niveau du cervelet et du néocortex a
été observéelors qu’une diminution de la catalase au niveau du néocortex des souris Pex1}
7 a été remarquédlilemeyer et al.,2012. Chez un autre model de souris Zellweger (souris
Pex13), un stress oxydatif a été rapporté dans des neurones de cervelet en culture et au
niveau des sections du cerveldifler et al., 2017). Dans des oligodendrocytes murins
(158N), ayant subit une inactivation d’Abcdl et Acoxl en utilisant des SiRNAs, une
surproduction des ERO et des ERN potentialisée avec les AGTLCs a été observée. Ceci

s’accompagnait d’une peroxydation lipidique, d’une accululation des lipides et d’une

induction de la mort des celluleBdarine et al, 2012a; Baarineet al,, 20120).

La part prise par le peroxysome dans l'inflammation cytokinique a été établie dans les

annees 90, au niveau des lésions cérébrales de patieiiis d’adrenoleucodystrogh avec

une expression accrue de cytokines proinflammataiked,(TNF-o) et ICAMs (Intercellular
Adhesion Molecules) sécrétées par les astrocytes et les cellules microflalesget al.,

1992; Powers, 1996 Pour comprendre le réle diénflammation dans I’X-ALD, Paintlia et

al. ont étudié I’expression des cytokines inflammatoires dans différentes régions de cerveaux

de patientsune augmentation de 1’expression des ARNm de différentes cytokines (IL-1a, IL-

2, IL-3, IL-6, TNF-, GM-CSF), chemokines (CCL2, -4, -7, -11, -21, -22, CXCL1, CX3CL1
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et SDF-2) et INOS a été remarquégaifitlia et al., 2003. De méme, une relation a été
observée entre 1’accumulation des AGTLCs, les esters de cholestérol, la sphingomyéline et
I’inflammation. Des observations similaires ont été faites gassman et al sur des
oligodendrocytes déficients efex 5; il a été mis en évidence une neuroinflammation
caractérisée par une augmentation des facteurs proinflammatoires comme de ITNF-0,

et 'IFN-y et des chémoattractants des lymphocytes (MIPMCP-1, MCP-5et IP-10)
(Kassmann et al, 20073. Dans les modéles de souris ayant un dysfonctionnement des
peroxysomes neuronaux (souris knockblesstin-Pexb ou chez les drosophiles portant une
mutation dePex] une indudbn de ’immunité innée a été observée dans le cerveau associée

a une activation des voies reliées aux réponses immunitaires : migration transendotheliale,
présentation des antigenes (C1g, un composant de la voie classique du complément, est régulé
positivement au niveau du corps calleux), interaction entre cytokines et résgeptetivation

de la voie de signalisation des récepteurs TINFLR2 and Cxcl-1 dans le corps calleux
avant la démyéisation Bottelbergs et al., 2012 ; Mastet al., 2011). Dans le cerveau
déficient en peroxysome, le systeme immunitaire inné est activé précocement (3 semaines

apres la naissance) avec une réponse puissante et persittetbdrgset al.,2012.

Chez les patients XLD, une relation entre le stress oxydatif et I’inflammation a été
suggérée ermproposant qu’un niveau élevé des ERO libérées par les cellules neuronales
(cellules gliales, oligodendrocytes et neurones) pourrait favoriser une réponse inflammatoire
(Galea et al., 2012. Certaines études confortent aussi I’hypothése de I’implication du
peroxysome dans la réponse inflammatoire non cytokinique. Ainsi, I’expression de 5-LOX et
de COX-2 est augmentée dans les astrocytes déficiertbaeii/AbcdaKhan et al.,2010.

De plus, les leucotriénes dérivés de 1’activité de la 5-LOX sont significativement élevés dans
toute la la matiére blanche des patients cALD. L’expression de COX-2 est modérément élevée
dans les régions contenant les lésions de démyélinisation, alors que I’expression de 5-LOX et

de la PLA-2 est prédominante dans toutes les régitmen(et al.,2010.
4.4 Incidence du cytosquelette sur ’activité peroxysomale

4.4.1 Le cytosquelede : rappels

Le cytosquelette des cellules eucaryotes est composé de 3 réseaux distincts de
filaments protéique les filaments d’actine ou microfilaments, les filaments intermédiaires
(qui varie en fonction du type de cellules considérées : neurofilaments dans les cellules

nerveuses ; kératines dans les cellules épithéliales; vimentine dans les cellules
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mésenchymateuses) et les microtubules. Chacun de ces trois réseaux possede des propriétés et

des fonctions différentes.

Les microtubules sont les constituants majeurs du cytosquelette qui régissent
’organisation intracellulaire de la cellule eucaryote. lls sont essentiels a la vie de la cellule car
ils interviennent dans de nombreux processus tel que 1’acquisition et le maintient de la
morphologie et de la polarité cellulaire, le transport vésiculaire, la motilité et la division
cellulaire ainsi que le trafic intracellulaire. Un microtubule est une structure cylindrique
creuse de 25 nm de diamétre généralement formé de treize protofilaments qui sont eux-mémes
des polymeéres d’hétérodimeéres de tubuline. Ces derniers sont constitué¢ de sous-unités de
tubulinea et B et forment ’'unité fondamentale du microtubule. Ces structures sont capables
de s’assembler et de se désassembler rapidement pour répondre aux besoins de la cellule.

Cette dynamique nécessite de 1’énergie. Dans la MA, I’hyperphosphorylation de la protéine
Tau conduit a une désorganisation des microtubules et a la formation d’enchevétrements

neurofibrillaires.

L’actine-G est une protéine globulaire de 42 kDa qui péuito-assembler et former
des microfilaments d’actine, de diamétre approximatif 8 nm. Ces microfilaments ont une
structure hélicoidale double brin dont le pas est d’environ 72 nm, ce qui correspond & environ
28 sousunités d’actine. Comme les microtubules, les microfilaments d’actine sont polarisés.
Dans la MA, une désorganisation de 1’actine a aussi été rapportée pouvant conduire a la
formation de structures cellulaires particulicres appelées corps d’Hirano ou ‘Hirano bodies’

(Satoh etal., 2013).

Les cellules eucaryotes sont capables d’organiser les microfilaments d’actine en de
nombreuses structures différentes. lls peuvent exister sous la forme de longs filaments
individuels, mais la plupart du temps, que ce soit pour répondre a des fonctions cellulaires
précises ou pour résister a des contraintes mécaniques, les filaments d’actine sont organisés
par la cellule en structures élaborées. Essentiellement, deux types d’organisations de filaments
d’actine cohabitent dans les différents types cellulaires chez les eucarydiefeuvent étre
organisés en faisceaux phéles appelés cables d’actine ou sous forme de réseaux branchés
densesque I’on trouve dans différents types de cellules motiles tels que les leucocytes et les
fibroblastes humain&Svitkina et al.,1999)
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Des interactions existent entre les filaments d’actine et les microtubules. Ces derniéres
peuvent étre modifiées dans diverses pathologies incluant les maladies neurodégénératives
(Zhou & Cohan, 2003)

Les filaments intermédiaires ont un diameétre intermédiaire (de 8 & 12 nm) compris
entre celui des microfilaments d'actine et celui des microtubules. Ces filaments ne semblent
pas étre aussi dynamiques que les microtubules et les microfilaments d’actine. Ils constituent
donc grace a leur élasticité exceptionnelle un support mécanique supplémentaire, comme une

charpente cellulaire.

4.4.2 Relations cytosquelette et peroxysome

Les peroxisomes sont remarquablement dynamique en termes de mouvements
intracellulaires. lls peuvent étre associés au RE lisse et aux gouttelettes de lipide. lls peuvent
interagir avec d’autres organelles en particulier avec les mitochondries. En fait, un
déplacement des peroxysomes vers d'autre peroxysenes d’une éventuelle interaction a
été aussi observgschrader et al., 2000). Cette translocation pourrait étre nécessaire pour
atteindre d'autre peroxysomes biochimiquement différents et localisés dans d'autres parties du
cytoplasme, et ceci afin d’échanger des substrats ou des protéines. La plupart des
peroxysomes (802%) oscillent sur place ; ils semblent avoir des mouvements aléatoires et
vibrationnels avec une vitesse de 0.015+0.002 um/s tandis qu'une population significative de
peroxysomes (8-13 %) suit un mouvement saltatoire dirigé, avec une vitesse de 0.1+0.02 um/s
(Bharti et al.,2011). Ce mouvement directionnel exige de I'énergie et assure la translocation
de l'organelle sur des longues distances (jusqu'a 1Q$ehjader et al., 2000 ; Wiemeret
al., 1997 ; Rappet al., 1996) Le dysfonctionnement de la mitochondrie et en particulier la
production d’ATP peut donc affecter ce mouvement. La mobilité peroxysomale peut étre
aussi modulée par I'environnement extracellulaire. Il peut étre prononcé dans des conditions

meétaboliques nécessitant la présence de peroxisomes ou dans des conditions de stress.

Les peroxysomes dans la plupart des types cellulaires montrent une distribution
intracellulaire uniformgSchrader et al., 1996). Cette distribution uniforme est obtenue par
I’intermédiaire de leur mouvement le long des composants du cytosquelette. En fait, les
peroxysomes peuvent s'associer aux filaments d'actine ou aux microtubules pour sealéplacer
des courtes ou a des longues distances, respectivéB8amader et al., 1996). Plusieurs
techniques ont été utilisées pour étudier le comportement dynamique des peroxisomes;

l'application des agents dépolymérisant les microtshwagant pour réle de perturber le
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réseau de microtubidea mené a une distribution anormale des peroxisomes et a une
inhibition de leur mouvemerd longue distance(Bharti et al., 2011; Nguyenet al., 2006;
Wiemer et al., 1997) suggérant que la distribution normale des peroxisomes au sein des
cellules est dépendante de leur mobilité via le réseau de microtubtl@sisdtion des
techniques d’imageric en temps réel a confirmé que le mouvement des peroxisomes dépend
des microtubulegRapp et al., 1996; Schrader et al., 2000). Une colocalisation des
peroxisomeset des microtubes a été observée dans divers types cellulaires a savoir, les
cellules HepG2 Schrader et al., 1996), CHO (Rapp et al, 1996), CV1 Wiemer et al.,

1997) ainsi que dans des fibroblastes de peau hun{ilgsyen et al., 2006). Chez les
mammiféres, les peroxisomes se déplacent le long du réseau de microtublgleoriplexe
dyneinedynactine et via la kinésindSchrader et al., 2000). Le mouvement des
peroxysomes fait aussi appel au PEX14, qui en plus de son réle dans la machinerie de
transport des protéines de la matrice peroxysomale, sert de protéine d’ancrage du peroxysome

sur les microtubulest facilite sa motilité dans la celluBharti et al.,2011).

4.5 Réles du peroxysome dans la sénescence et la mort cellulaire

Dans les pathologies impliquant le dysfonctionnement du peroxysome au niveau
cérébral, le stress oxydatifléinflammation sont associés a la mort cellulaire. Le type de mort
cellulaire n'est pas bien caractérisgjs la nécrose ou I’apoptose sont évoquéesSingh et al
ont décrit, dans des cerveaux humains avec X-Abtdpoptose associé au des haut niveaux
de céramide et un niveau faible de GSih@h et al.,1999. Dans le systeme nerveux central
de patients adrénoleukodystrophique, la mort par apoptose a été également décrite
essentiellement dans les oligodendrocytes avec activation de la caspase-3 et des cassures de
I'ADN, (Feigenbaumet al., 2000. Eichleret al. ont mis en évidence une mort par apoptos
dans des zone cérébrales avec activation des cellules mi@egtiaht définit I’apoptose des
microglies comme un stade précoce dans I'évolution de lésion dans la maladi&iglBr (
et al., 2008. Hein et al. ont fourni plus d'informations sur les processus impliqués dans la
mort cellulaire induite par l'accumulation de AGTLCs (C22:0, C24:0 et C26:0) sur des
cultures mixtes de cellules gliales (oligodendrocytes, astrocytes) et de netitemest(al.,

2008. Ainsi, cette mort cellulaire est caractérisée par un dysfonctionnent mitochondriale et
une dérégulation dG&* (Hein et al., 2008. Kahnet al ont étudiées les effets des AGTLCs
(C24:0; C26:0) sur les oligodendrocytes 158Nn’ont pas observé de signe d’apoptose

(Kahn et al., 201]). Ces AGTLCs (20uM) induisent une dépolarisation mitochondriale

associée a une surproduction d’anions superoxydes et a une perte la de I’intégrité de la
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membrane lysosornfea(Baarine et al., 2012. Dans les modéles de souris Zellweger (souris
Pex-13"), Miiller et al ont observé un stress oxydatif médié par les mitochondries et une
mort des cellules neuronales du cervelet en culture et dans des sections de biilleteef

al., 2017). Lors de I’¢tude des effets de la délétion du géne Pex11p, une mort cellulaire par

apoptose une a été observée dans les cultures primaires de neurones du néocortex et du
cervelet de souriPex1P” et Pex1PB” ainsi qu'au niveau du cerveau de ces souris
(Ahlemeyeret al.,2012).

La sénescence est présente quand une cellule perd sa capacité de réplication tout en
restant métaboliquement active. La catalase, une enzyme péroxysomale, semble jouer un role
dans la détermination de la durée ded/me cellule, en effet la longévité est positivement

corrélée avec un stress oxydatif cellulaire rédaibfdano et al.,2012).

Un déclin des taux de la catalasec 1’age est observé alors que ce taux est maintenu
constant ou élevé chez les espéeces ayant une longue durée de vie. De plus, quand une cellule
entre en sénescence, la catalase est transférée dans la matrice du peroxysome. Si la catalase
est restaurée alors la sénescence est retaiéeddno et al.,, 2012. Certains auteurs
suggerent la possibilité qu’une introduction de la catalase péroxysomale dans les cellules

pourrait avoir des effets positifs en cas de maladies associée a un stress oxydatif.

Actuellement, il est trés bien admis que la mitochondrie est le principal organite
impliqué dans la mort cellulaire par apoptose. Des preuves récentes suggerent que la mort par
nécrose peut étre aussi comme I|’apoptose une mort programmée (on parle alors de
nécroptose)Golstein & Kroemer, 2007) et que les peroxysomes pourraient parfois étre
impliqués dans 1’activation de ce processus. Il a été montré par Jungwirth et al (2008)que
chez S. cerevisiae, la délétion du géne PEX6, codant pour une protéine impliquée dans une
¢tape clé de 'importation des protéines peroxysomales, aboutit & une accumulation délétére
des ROS et a une mort cellulaire qui présente des caractéristiques de nécrose. De méme, les
résultats d’Aksam et al. (2008) ont montré une relation entre la protéine peroxysomale
PMP20, membre de la famille des peroxyredoxines (enzymes antioxydantes qui réduisent les
peroxydes) et la mort cellulaire par nécrose. En fait, une diminution de la viabilité cellulaire a
été observée chez des levures méthylotrophiques (H. polymorpha) déficientes en PMP20 et

cultivées en milieu contenant du méthanol.

Des protéines de la matrice peroxysomale ont été mises en évidence au niveau du

cytosol de cellules déficiente en PMP20 pendant le processus de nécrose. Ceci rappelle le
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relargage des protéines mitochondriales pendant 1’apoptose et constitue un argument en

faveur de la relation peroxisome-nécr@esenberget al.,2010).

4.6 Peroxysome et vieillissement

L’hypothése de I’implication du peroxysome dans le vieilissement cellulaire et le
développement des maladies neurodégénérdiies 1’age est confortée par la dérégulation

de la production des ERO et des ERN dans cet orgamtmkis et al., 2002; Tirotenko &

Terlecky, 2011; Giordano & Terlecky, 2012. Ainsi, les patients souffrant d’une
hyopcatalasémie héréditaire présentent un risque élevé de développer une maladie liée au
vieillissement tel que le diabéte, 1’athérosclérose et le cancer (G6th & Eaton, 2000.

De méme, des cellules de patients hypocatalasémiguesulent le peroxyde d’hydrogeéne

et développent desathologies liés a 1’dge (Wood et al.,, 2009. Dans les conditions
d’hyopcatalasémie, la capacit¢ du peroxysome a importer les protéines, a réguler sa
croissance et son développement et éliminer les ERO est aKéejek€ et al.,2008.

Au niveau du foie de souris agées, une régulation positive de certaines protéines
péroxysomales tel que I’époxyde hydrolase-2 et lecg&oacyl-thiolase A, a été observée en
comparaison avec des souris plus jeunes s’opposant ainsi au vieillissement des cellules
(Amelina et al., 201]). L'équilibre RedOx mitochondrial, une condition nécessaire pour
neutraliser le vieillissement, est perturbé dans les cellules déficientes en catalase et suite a une
génération des ERO a l'intérieur du peroxisomashchenkoet al.,2017).

Par ailleurs, la génése du peroxysome pourrait étre impliqué dans le vieillissement cellulaire
Ainsi, suite a la division des peroxysomes une population hétérogeéne d’organites est observée

dans les cellules. Les jeunes peroxisomes coexistent avec les plus agés qui présentent des
composants dysfonctionnels provenant de dones@gusés par les produits issusind
meétabolisme peroxisomal altéréuber et al., 2012. Ces peroxysomes ages sont eliminés

par autophagie pour maintenir 1’homéostasie cellulaire et pour prévenir I’accumulation de
composants peroxysomaux endommagés au niveau de la cellule. La délétion de la protéine
ATGI1, nécessaire pour 1’exécution de I’autophagie, induit une augmentation significative du

nombre des peroxysomes accompagnée d’une diminution de la viabilité cellulaireAksam et

al., 2007. En outre, la majorité des enzymes peroxymales contiennent un tri-peptide nommeé
PTS1 reconnu par le récepteur Pex5 qui leur permet de pénétrer dans le peroxysome
(Lametschwandtneret al, 199§. Dans les céilles agées, il a été rapporté que I’importation

des protéines contenant PTS1 diminuegakis et al.,2002.
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Dans leur ensemble, ces données suggerent que le peroxysome est impliqué dans un systeme
qui gouverne le vieillissement cellulaire et qu’un dysfonctionnement péroxysomal pourrait

favoriser I’apparition de maladies li¢es a 1’age.

4.7 Peroxyome et maladie d’Alzheimer

Actuellement, il est bien établi quiactivité péroxysomale diminue avec 1’age (Titorenko &
Terlecky, 2011). Ainsi, un dysfonctionnement du peroxysome a été associé avec le
vieillissement et I’apparition des démences. En effet, une diminution de ’activité catalase,

une faible synthese des plasmalogénes et une sensibilité plus importante a la mort cellulaire
notamment par nécros®lércus et al., 1998, Goodenowet al., 2007; Manivannanet al.,

2012; Loépez-Erauskin et al.,, 2013 pourrait favoriser 1’apparition de maladies
neurodégénératives comme la MPeflecky et al.,2006; Lizard et al.,2012.

Les données initiales suggérant 1I’implication du peroxysome dans la survenue de la MA ont

¢té mises en évidence en utilisant des cultures primaires de neurones d’hippocampe de rat.

Dans ces cellules, une prolifération péroxysomale, induite par Wy-14.463, un agoniste
puissant de PPAGR a été associé avec une protection de la mort cellulaire induite par I’Af
(Santoset al., 2005. De plus, chez le modéle de souris transgéniques de MA (Tg2576), une
altération significative des peroxysomes a été observée bien qu’aucun signe de la maladie

n’ait été apparent (Cimini et al, 2009.

Chez des souris transgéniques portant la mutation Suédoise, une induction des protéines
ABCD3 et ACOX1 a été observée reflétant ainsi la nécessité d’une B-oxydation efficace
comme réponse compensatrice au dysfonctionnement des mitochorkmedli (et al.,

2013. De plus, chez le rat, une activité peroxysomale altérée déclenchée par la thioridazine
induit une accumulation des AGTLCs qui contribuerait a ’augmentation de 1’expression de

I’APP et de la B-sécrétaset la génération de I’AB (Shi et al, 2013.

De méme, des altérations peroxysomaux pouvant contribuer a la progression de la MA ont été
rapporté chez I’homme. Plusieurs études ont décrit une réduction des niveaux de
I’éthanolamine plasmalogene et de la choline plasmalogéne dans les régions cérébrales et
dans les érythrocytes de patieMs\; cette réduction était positivement corrélée avec la
séveritede la maladie [garashi et al, 2011; Wood, 201D De plus, chez des patients
Alzheimer ( stade V-VI selon la calssification de Braak & Braak), une accumulation de
C22:0 et des AGTLCs (C24:0 , C26:0), substrats spécifiques dp-obydation

péroxysomale, une diminution des taux de plasmalogenes, une augmentation de la densité des
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peroxysomes dans les cellules neuronales et une diminution du nombre des peroxysomes dans
les neurites des cerveaux Alzheimer ont été rappot@esdt al, 201).

Une diminution des taux de DHA a été observée au niveau du cerveau et du foie de patients
Alzheimer @starita et al, 2010.

Ces différentes approches expérimentales sont en faveur d’une implication du métabolisme

peroxysomal et éventuellement des AGTLCs dans la physiopathologie de la MA.

[ll. Mort cellulaire et maladie d’Alzheimer
1. Les différents types de mort cellulaires : généralités

La mort cellulaire peut étre définie comme une perte irréversible de l'intégrité de la
membrane cellula¢ (Kroemer et al., 2005) Elle participe au maintien de 1’homéostasie
cellulaire et tissulaire, au développement et a la différenciation cellulaire.

Les cellules subissant un processus de mort cellulaire sont engagées dans un
mécanisme réversible jusqu’a ce qu’une premiere phase, appelée « point de non retour », soit
dépassée. Une accumulation massive de caspases, une dissipation du potentiel
transmembranaire mitochondrial A¥Ym, une perméabilisation compléte de la membrane
externe mitochondriale ou encore I’externalisation de la phosphatidylsérine (PS) sont des
exemples de ces points de non ret@moemer et al., 2009). En 1’absence d’événements
biochimiques clairement identifiés comme des points de non retour, le NCCD (Nomenclature
Commitee on Cell Death) considére urélule comme étant morte dés lors qu’elle présente
I’un des critéres moléculaires ou morphologiques suivants :

= La cellule a perdu I’intégrit¢ de sa membrane plasmique, et ceci est mis en
¢vidence par ’incorporation de colorants vitaux (par exemple I’iodure de propidiumjn
vitro.

» La cellule, de méme que son noyau, a subi une fragmentation compléte pour
former des corps apoptotiques.

« La cellule, ou des fragments de cette cellule, a été ingérée par des cellules
adjacente# vivo.

Historiquement, trois types de mort cellulaire (apoptose, autophagie et nécrose) ont été
distingués selon des criteres morphologiques et biochimiques dans les cellules de

mammiféeres.
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1.1. Apoptose (ou mort cellulaire de type I)

L’apoptose a ¢été découverte par Kerr et al. (1972 en décrivant I’aspect
morphologique particulier de ce type de mort cellulairtpoptose est une forme active
d’autodestruction qui permet 1’élimination de cellules anormales, des cellules surnuméraires
etdes cellules noffienctionnelles (développement feetal, régulation de’homéostasie tissulaire
chez I’adulte) (Rai et al, 2005).

Elle résulte de I’activation d’enzymes particulieres appelées caspases et de
I’expression de nombreux génes pro ou anti-apoptotiques, contribuantaadestruction d’une
cellule tout en préservant l'intégrité tissulaire environn@déer et al, 1972).L'apoptose est

caractérisée par un certain nombre de modifications :

~ Morphologiquss : la réduction du volume cellulaire (pycnose), la condensation de
la chromatine et du cytoplasme, la rupture de la membrane nucléaire et une fragmentation du
noyau (caryorrhexis), le bourgeonnement des membranes et la formation de corps
apoptotiques, petites vésicules qui sont ensuite phagocytées et dégradées par les cellules
voisines Figure 9). L’intégrité des organelles de la cellule est généralement maintenue
jusqu’a la phagocytose des corps apoptotiques. Le cytosol et les protéines intracellulaires ne
sont pas libérés dans I’espace extracellulaire, ce qui permet d’éviter le déclenchement d’un
processus inflammatoi@&roemer et al.,2009).
~ Biochimiques : la chute du potentiel mitochondrial transmembranéiem),
’activation des caspases et la fragmentation internucléosomale de 'ADN (Marchetti et al .,
1996). Les caspases (de l'anglaigsteinyl-aspartate-cleaving prossesou aspartic-acid-
specific cystein proteases) sont pesicipaux effecteurs de I’apoptose; ce sont des cystéines
a protéaseg¢Reed, 2001).Elles sont constitutivement présentes sous forme de zymogéne
(procaspase) et leur activation pendant 1’apoptose requiert un clivage, qui va donner des
tétraméres, formes actives des caspéSesizing et al., 2002). Les procaspases peuvent
s'autoactiver ou étre activées par d'autres caspases.
Au cours de ce phénomene, les cellules mettent en place une condensation de la chromatine
associée a une agglomération des organites cytoplasmiques et particulierement des
mitochondries. Ceci est suivi d’une fragmentation du cytoplasme et de I’ADN en multiples de
180-200 paires de bases conduisant a la formation des corps apoptotiques éliminés par les
cellules adjacentg#&rends & Wyllie, 2001).
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Figure 9: Mort cellulaire menant a la nécrose ou a I’apoptose. Nécrose- 1A:
gonflement (oncose); 1B: vacuolisation, bourgeonnement et augmentation de la
perméabilité 1C : changement nécrotique ; diminution de la taille de la cellule ; caryolyse ;
Apoptose -2A : diminution de la taille et pyknose, marginalisation de la chromazBe,
condensation et/ou fragmentation du nog&l: fragmentation cellulaireformation de corps

apoptotiquesNlajno & Joris, 1995)

Il existe deux voies principales a 1’origine du déclenchement de la mort cellulaire
apoptotique :

« la voie intrinseque ou voie mitochondrialequi se caractérise par une
perméabiligtion de la membrane mitochondriale, accompagnée d’une chute du potentiel
transmembranaire mitochondriatl de I’ouverture des mégacanaux mitochondriaux (Zornig
et al.,2001),ce qui a pour conséquence 1’altération de la production de I’ATP et le relargage
de plusieurs substances ldspace inter-membranaire vers le cytosol tel que le cytochrome ¢

(Kelly et al.,2003. Cette étape est contrdlée par les protéines de la famille Bcl-2 tels que Bad
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et Bax qui a I’ opposé de Bcl-2 ont une activité pro-apoptotique ; en se complexant avec Bcl-2
ces molécules favorisent le passage du cytochrome c vers le cytosol. Quand il quitte la
mitochondrie, le cytochrome ¢ se lie & un facteur cytosolique préexistant, 1’Apafl (apoptotic
protease-activating factor 1) pour former en présence de dATP/ATP avec la procaspase 9
heptameére, 1’apoptosome (Li, 1991). Ce complexe macromoléculaire active alors la caspase-3
(ou la caspas®@), une activation qui est a 1’origine de la dégradation cellulaire aboutissaat

I’activation en cascades des caspases.

Une autre voie apoptotique mitochondriale mais indépendante des caspases est déclenchée
suite a la perméabilisation de la membrane mitochondriale, et a la libération d’une molécule
autre que le cytochrome EAIF (Apoptosis Inducing Factor) Kroemer et al, 2009. Cette
derniére est transloquée vers le noyau ou elle induit en coopération avec des endonucléases le

clivage dd’ADN en grand fragments (Van loo et al.,2001).

La voie intrinséque est surtout déclenchée par des agents physiques (radiations) et chimiques

(xénobiotiques).

% la voie extrinséque ou voie des récepteurs de msirtinitiée a la surface de la
cellule par des récepteurs membranaires se trouvant ancré a la membrane cytoplasmique tel
gue Fas(Hengartner, 2000 ; Hengartne & Bryant, 2000). Pour le récepteur Fas, la
transmission du signal apoptotique se fait par la formation d’un complexe nommé DISC
(Death Inducing Signaling Complex), formé par 1’agrégation de Fas, la protéine FADD (Fas
Associated Death Domain) et la procaspase 8. Suite a son auto-activation, la 8aspase-
dégrade Bid ; Bid tronqué (tBid) contribue en se complexant a Bcl-2 a la chute de potentiel
transmembranaire mitochondrial qui favorise I’activation de la caspase-3 (via 1’apoptosome)

déclenchant la cascade des caspases effectrices, qui vont conduire a la mort ¢Eledste
al., 1999).

La voie extrinséque des récepteurs de mort peut augdiqirr d’autres récepteurs
membranaires (TRAIL, TNIR, DR3, DRS, ...) (Schmitz et al, 2000)

La voie extrinséque est déclenchée dans les conditions suivantes : élimination des cellules
inflammatoires (délétion périphériqgues des lymphocytes T matures) ; élimination par les

lymphocytes T cytotoxiques des cellules infectées.
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1.2.L’autophagie (ou mort cellulaire de type II)

L’autophagie, encore connue sous le nom de mort cellulaire programmeée de type Il,
est un processus catabolique intracellulaire indispensable a la dégradation et au recyclage de
protéines, de ribosomes, mais également d’organites tels que le Réticulum Endoplasmique
(RE), les mitochondries ou encore 1’appareil de Golgi (Klionsky et al.,2000).Ce phénomene
peut se déclencher en condition physiologique, dans des cellules normales privées de
nutriments ou de facteurs de croissance, mais également en réponse a différents stress
cellulaires (Meijer & Codogno, 2004). Le phénoméne d’autophagie est un processus
physiologique au niveau hépatique qui survient en particulier en cas de carences en acides
aminés(Codogno & Meijer, 2013) Les cellules autophagiques se caractérisent par une
membrane plasmique et un noyau intact, une intense vacuolisation du cytoplasme, une
dilatation de I’appareil de Golgi et du RE.
L’autophagie est largement impliquée dans des processus pathophysiologiques tels
que le cancer, des troubles métaboligues et neurodégénératifs et des maladies
cardiovasculaires et pulmonaires ainsi que dans le vieillissement et dans les réponses
physiologiques aux exercic€Shoi Ryter & Levine, 2013).Ce type de mort correspond a la
digestion enzymatique de macromolécules cytoplasmiques ou d’organites cellulaires dans des
lysosomes.
Quate types d’autophagie (Figure 10) ont été décrit (Klionsky et al.,2009; Massey
et al.,2006)
* L’endocytose pour les macromolécules membranaires qui forment les endosomes.
Ces derniers fusionnent avec les lysosomes ou avec les autophagosomes.

= La micro-autophagie avec invagination de la membrane lysosomale pour
séquestrer, au sein des lysosomes, des molécules cytoplasmiques. Au contact des
enzymes lysosomales, ces structures séquestrées sont dégradées.

= Le transport sélectif de macromolécules cytoplasmiques (protéines mal repliées ou

oxydées)ar I’intermédiaire de chaperonnessur la membrane des lysosomes.

* La macroautophagie avec formation d’autophagosome.
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Fiqure 10: Différents types d’autophagie (Klionsky et al., 2009)

Les analyses faites en microscopie électronique a transmission sur des sections
ultrafines ont permis de décrire les différents stades de la macro-autoghiggre (L1). Le
premier stade est lari@ation d’une membrane d’isolation appelée phagophore et provenant
d’un repliement du RE lisse. Cellg- va s’enrouler sur elle-méme apreés une étape
d’élongation, emprisonnant une partie du cytoplasme, et va former une structure appelée
autophagosome. Ce dernier va ensuite fusionner avec un lysosome pour former un auto-
phagolysosome ou auto-lysosome, dont le contenu va étre dégradé par les enzymes
lysosomales assurant ainsi un recyclage de ce mgtéhei Ryter & Levine, 2013).

Plusieurs organites pouvant étre sélectivement ciblés lors de la réponse autophagique,
plusieurs formes d’autophagie ont été rapportées dans les cellules de mammiferes : RE-
phagie, ribophagie, mitophagie ou encore péxoph@gauet al.,2008).
Le processus d’autophagie fait intervenir de nombreuses protéines cellulaires lors de la
formation de I’autopahgosome. Une famille de protéines, dont les génes correspondants sont
nommeés les ATg (Autophagy related genes), sont impliquées dans le contréle de la formation
de I’autophagosomece sont ; Atg3, Atg5, Atg7, AtglO, Atgl2 et Atg 8 (LC3). La LC3 est
exprimée sous deux formes : la LC3-I (cytosolique) et la LG@utophagosome). Le taux de
la LC3-ll produite suite a un clivage subit par LC3-l, est corrélé a la formakson

I’autophagosome et donc a la présence d’un processus d’autophagie.
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Figure 11: Les phases de la voie de macro-autophagie (Choi Ryter & Levine, 2013)
L’autophagie se déroule en plusieurs phases, l'initiation ou formation d'une membrane

d’isolement, maturation de [’autophagosome, séquestration du matériel cytoplasmique et

fusion de [’autophagosome avec le lysosome pour former une vacuole d’autophagie dans

laquelle la dégradation finale du matériel séquestré intervient grace aux hydrolases.

1.3 La nécrose (ou mort cellulaire de type IlI)

La nécrose est caractérisée morphologiquement par une augmentation du volume
cellulaire (oncose), une dilatation des organites, une rupture de la membrane cellulaire et une
perte subséquente du matériel intracellulaiFéggure 8) (Majno & Joris, 1995). De
nombreux médiateurs, organites et processus cellulaires sont impliqués dans la mort cellulaire
nécrotique. Ce phénomeéne inclut des altérations mitochondriales, des changements au niveau
des lysosomes et du noyau, une dégradation des lipides, une augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium ainsi qu’une activation de protéases telles que les calpaines et les
cathepsines. La nécrose est considérée comme une forme de mort cellulaire accidentelle et
non contréléeEn I’absence de dénominateur biochimiques, la mort cellulaire nécrotique est
le plus souvent définie par ’absence de marqueurs apoptotiques ou autophagiques (Kroemer
et al., 2009).La nécrose est associée a une réaction inflammatoire qui se développe dans le
tissu adjacent en réponse a la libération de débris cellulaires activant les macrdpimkges
& Cookson, 2005)

On considere de plus en plus que certaines formes de nécrosext ségaiées par un
ensemble de voies de signalisation et de processus catabdlipstens et al., 2006;

Golstein et al., 2007) Il a été démontré que des récepteurs a domaine de mort (TNFR1,
Fas/CD95 et TRAILR) ainsi que des récepteurs Toll-like (TLR3 et TLR4) seraient impliqués
dans une forme particuliére de nécrose : la nécrofjiceai et al., 2002; Degterevet al.,

2008 ; Rosenbaunet al, 2010).
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1.4 La nécroptose

Récemment, une forme de nécrose active (par opposition a nécrose accidentelle) a été
caractérisée et nommeée nécroptoBegterev et al., 2008 ;Rosenbaumet al, 2010)
Morphologiquement, la nécroptose présente les caractéristiques de la nécrose; cependant, elle
s’effectue selon une voie de signalisation particuliere qui nécedsitgervention de
constituants de la voie apoptotiques décepteurs de mort. L’initiation de la nécroptose est
induite par la fixation des ligands comme TMFFRAIL et FasL sur les récepteurs de morts.

Ces récepteurs de morts peuvent étre TNFR1 et 2 (TNF receptor 1 et 2) et TRAILRL1 et 2
(TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1 et 2), CD95/Fas, qui activent
habituellement la machinerie apoptotique, ou aussi des meditasamille des récepteurs
PRR (pathogen recognition receptor) comportant les récepteurs TLR (Toll-like receptors),
NLR (NOD-like receptors) et RLR (retinoic acid-inducible gene |- like receptors
(Vandenabeeleet al.,2010)

La nécroptose exige la participation des kinases RIP1 et R&&ptor Interaction
Protein 1 and 3 dont I'implication a ét¢ mise en évidence en utilisant les nécrostatines. La
nécrostatine-1 (Nec-1) et les Nec-3 et 5 sont des inhibiteurs de RIP-1. La voie de sigmalisa
de I’exécution de la nécroptose a de nombreuses caractéristiques communes avec la voie
extrinséque de 1’apoptose. En aval du TNFR il y a formation d’un complexe multi-protéique
impliquant FADD, RIP1, RIP3 et la caspase-8. RIP3 peut ensuite interagir avec des enzymes
métaboliques (GUL1, PYGL et GLUD1) et augmenter leur activité catalytique
(Vandenabeeleet al.,2010) Dans le processus de nécroptose la cyclophiline D prend une
part active dans 1’ouverture des mégacanaux et contribue a I’activation des phases précoses de

la nécroptoséGalluzzi & Kroemer, 2008).

La nécroptose est un type de mort cellulaire qui a été récemment impliqué dans la
survenue de maladies neurodégénéraiivies& Beal, 2006), dans la défense de I’organisme
contre les infections virales dans le développement des cancers ainsi que dans la réponse

cellulaire a de multiples stref#/u et al.,2012).
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Figure 12: Interface entre apoptose et nécroptq€galluzzi & Kroemer, 2008
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La voie de la nécrose programmée, nommeée nécroptose, se concentre sur l'activation
de la kinase serine/threonine RIP1 (receptor-interacting protein kinase 1), qui peut étre
activée par ligation du TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor) ou par inhibition des
caspases. L activation du TNFR active la voie apoptotique extrinseque dépend de la caspase-

8. La dégradation de RIP1 mediée par la caspfseprésente ['interaction moléculaire
ANT: adenine
IFN:

interferon, LMP: lysosomal membrane permeabilization, PTPC: permeability transition pore

majeure entre apoptose et nécroptose. AlF: apoptosis-inducing factor,
nucleotide translocase, Cyt c: cytochrome c, GPI:. glycosylphosphatidylinositol,
complex, ROS: reactive oxygen species; TLR, Toll-like receptor: TihRor necrosis factor
TNFR: Z-VAD.fmk:  Z-Val-Ala-Asp
(OMe).fluoromethylketone.

a, tumor necrosis factor receptor,
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1.5 Autres types de mort cellulaire

Plusieurs autres types de mort cellulaire dérivant de ces trois principaux types ont été

recenseés:

* La catastrophe mitotiqueun défaut dans la progression du cycle cellulaire ou une
altération de I’ADN couplé a un dysfonctionnement des systemes de contréle du cycle
cellulaire peut induire la catastrophe mitotique. Ce type de mort est associé a des changements
morphologiques typiques mais biochimiquement variabke®emer et al, 2008).

* L’anoikis : correspond a déapoptose associée a une perte d’attachement des
cellules a la matricextracellulairg(Kroemer et al., 2008).

* L’excitotoxicitée . il s'agit d'une forme de mort cellulaire survenant dans les
neurones provoquée par le glutamate, qui conduit a l'ouverture de canaux calcique (la N-
méthyl-D-aspartate), suivie par une surcharge de calcium cytosolique et I'activation des voies
de signalisation conduisant a la mort celluléerenius et al, 2003; Kroemeret al, 2008).

* La paraptose ce terme a été introduit pour décrire une forme de mort cellulaire
programmée, morphologiquement et biochimiquement distincte de I'apoptose. Dans plusieurs
types de cellules, la paraptose est déclenchée par I'expression du récepteur duldacteu
croissance insulin-like I, et elle est associée a une vacuolisation cytoplasmique proroncé et
un gonflement mitochondrial, sans les autres marques morphologiques distinctives de

I'apoptosgSperandioet al, 2000; Kroemeret al., 2008).

1.6 Relation entre les différents types de mort

L’inactivation de certaines molécules comme les caspases n'empéche pas la mort cellulaire
mais amene la cellule a adopter un autre mécanisme de mort cellulaire. Les cellules meurent
toujours, mais differemmentFigure 12). En effet, La liaison du TNFR a son ligand
déclenche la voie extrinseque de la mort cellulaire par apoptose. Dans ce cas, la8caspase-
dégrade RIP une kinase nécessaire a la ’exécution de voie la nécrotique, ceci empéche le

passage de la cellule vers une mort par nécroptoseléRatient, une inhibition de I’activité

des caspases induit la mort par nécroptose. La dégradation de RIP1 par la&asphse-

des principales liaisons moléculaires entre I’apoptose et la nécroptose. La perméabilisation de

la membrane mitochondriale contribue au déroulement de ces deux voies de mort par la
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et par 1’ouverture des pores de

transition(Galluzzi & Kroemer, 2008)
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Fiqure 13 : Relation entre les différents types de mort cellulaire lors de I’activation de la

mort cellulaire par les récepteurs de mo$uite a la fixation des ligands, les récepteurs de
mort cellulaires comme TNFR ou CD95/Fas, transforment un signal pouvant impliquer
FADD. Ceci mene fréquemment a [’apoptose par activation de la caspase-8. Suite a
I'inhibition des caspases ou dans certains types de cellules, une autre voie, qui implique RIP1,
peut mener a la nécrose (Nécroptose)nhibition de caspase-8 peut aussi déclencher la

mort cellulaire autophagique par RIRGolstein & Kroemer, 2005)

2. Types de mort cellulaires associés a l1a maladie d’ Alzheimer

Le déclin des fonctions cognitives est associé a une atrophie de diverses régions d
cortex cérébral dont les plus importantes se situent au niveau des zones associatives et dans
les noyaux sous-corticaux. Cette atrophie est due a la perte des neurones par un processus de
mort dont le typeeste au centre des débats et I’hypothése d’'un phénoméne complexe unissant

dégénérescence axonale, apoptose, nécrose et/ou aut@ghagi®@ird hui envisagé.

De méme, le rble de la mort cellulaire dans cette pathologie neurodégénérative reste
encore trés controversé, certains propogantlle participe a la perturbation des capacités

cognitives, d’autres suggérant qu’il s’agirait plutét d’un phénomene secondaire tardif.

L’analyse post mortem de cerveaux de patients décédés de la MA réalisé paBroe et
al. (2001)a montré la présence de noyaux neuronaux contenant de la chromatine condensée.
Cetteétude, bien qu’apportant une preuve morphologique de la mort neuronale ne permet pas
de discriminer avec certitude le type de mort impligué nécrose ou apoptose. La présence des
caspases-3 , 6, 8 et 9 sous femutive et I’accumulation de produits issus de leur activation

protéolytiqgue dans les cerveaux de ces pati@itkert et al., 2003 Takuma et al., 2002)
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ainsi que les résultats obtenus a partir de cultures cellulainggo suggéerent que la mort
neuronale induite lors de la MA impliquerait un mécanisme de type apoptotique dépendant
des caspaseSelon diverses études, AP 1-s0 €tAB142, CONstituants majeur des plaques seniles,
jouent un réle crucial dans ce type de mort. Ces peptides se sont avérés cytotoxiques quand ils
sont utilisés sur des neurones en culture. Cette toxicité est essentiellement observée apres
I’oligomérisation d’AB sous forme de fibrilles. La génération de radicaux libres induite par

ces peptides, qui seraient’origine d’une peroxydation des lipidefaisant suite a 1’activation

d’un stress oxydatif, pourrait expliquer au moins en partie cette mort cellulaire apoptotique
(Rohnet al.,2002)

Par ailleurs, 1I’autophagie pourrait aussi jouer un réle central dans la physiopathologie
de la MA. Une dérégulation de cette voie de mort cellulaire a été initialement liéeaavec |
maladie au cours des observation faites au microscope électronique, en mettant en évidence
'accumulation de vacuoles d'autophagie dans les cerveaux de patients atteints par la MA
(Nixon et al.,2005) La mort par autophagie augmente aptasulation avec AP et chez des
souris transgéniques APP/PS1, un modéle de souris Alzhé€¥ueet al., 2009. Certains
auteurs plaident en favedrune formation tAp a I’intérieur des vacuoles autophagiques
durant le processus d’autophagie suggérant que I’activation de ’autophagie dans le cerveau
pourrait renforcer la pathogénie de la MA et augmenter les niveaux d’Af (Yu et al., 2005;
Nixon, 2007). 1l a aussi été paBoland et al. (2008) que la clearance des vacuoles
d’autophagie est altérée dans les cerveaux Alzheimer alors que ces vacuoles sont efficacement
¢liminées dans les neurones sains. En outre, I’inactivation de PS1, géne muté chez les formes
familiales de MA, induit de altération de la clairance des vacuoles d’autophagie, une
acidification lysosomale et une activité protéolytique lysosomale plus importante. De la méme
facon que I’inactivation, I’expression de PS1 mutants conduit a des modifications similaires
de l’autophagie et de D’activité lysosomale (Lee et al, 2010). Dans leurensemble, ces
observations suggerent que l’activation de 1’autophagie et I’altération de la clearance des

vacuoles autophagiques contribuent a leur accumulation dans les cerveaux Alzheimer.

En outre, il a été démontré par diverses études que la voie autophagie-lysosome est impliquée
dans la dégradation de I’APP et de ’Ap (Kragh et al, 2013. Ce processus est perturbé dans

la MA (Kragh et al, 2012 ;Jaegeret al, 2010Q. En effet, une réduction de I’expression de

Beclin 1, une protéine nécessairé’iaitiation de la formation de 1’autophagosome pendant
I’autophagie a été observée en association a des taux élevés d’APP et d’AP et ce qui

conduirait a une altération de la dégradation des autophago&taegsret al.,2010)
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L’autophagie est impliquée aussi dans la modulation du niveau et de la fragmentation de la
protéine u Cette protéine, sous sa forme soluble ou agrégée, est dégradée par autbphagie
I’inhibition de cette voie contribuerait a augmerntagrégation et la toxicité de la protéine
(Berger et al.,2006; Wanget al.,2009).En accord avec cette observation, un traitement par
la rapamycine, molécule impliquée dans I’activation de I’autophagie, diminue I’agrégation de

la protéine TauGaccamoet al.,2010).
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Le peroxysome est supposé prendre part au processus de vieilissement et ses
dysfonctions pourraient contribuer au développement de la maladie d’Alzheimer (Lizard et
al. , 2013. Cette derniére étude a révélé une accumulation d’acides gras a trés longue chaine
(C22:0, C24 :0 et C26 :0) au niveau des lésions corticales de malades atteints de MA aux
stades V et VI de la classification de Braak & Braak. Des anomalies des plasmalogenes ainsi
que des diminutions de la densité en peroxysomes ont aussi été révélées au niveau des lésions
(Kou et al, 201). Ces dysfonctions peroxysomales pourraient en partie expliquer
I’accumulation des AGTLCs qui sont dégradés au niveau du peroxysome par béta-oxydation
(Wanders & Waterham, 200§. Ces anomalies du peroxysome pourraient aussi en partie
expliqguer les modifications de plasmalogénes dont les deux premieres enzymes sont

peroxysomalesHrites et al, 2009.

Pour préciser la part prise par les AGTLCs et par le peroxysome dans la physiopathologie de

la MA différentes approcBeomplémentaires ont été mises en ceuvre.

- In vitro, des cellules neuronales humaines SK-N-BE ont été utilisées afin de préciser les

activités biologiques des AGTLCS sur des parametres impliqués dans le développement de la
MA : neurodégénérescence faisant intervenir des modifications mitochondriales, lysosomales
et peroxysomales, désorganisation du cytosquellette (en particulier de la tubuline), stress
oxydatif, inflammation cytokinique et non cytokinique, production d’amyloides béta et

évaluation de I’expression d’APP, d’alpha et de béta-sécrétase.

- Ex vivg sur des coupes de cerveaux de souris sauvages et transgéniques APPswe/PS1-
A246E, I’expression de marqueurs du peroxysome a ¢té recherché (catalase, ABCD3) en
association avec des marqueurs de la MA (béta-amyloide 17-24, phospho Tau) et des
protéines du cytosquelette (tubuline, neurofilaments) généralement altérées dans cette
pathologie. Les dépbts amyloides ont par ailleurs été visualisés par coloration a la thioflavine

T et au Rouge Congo.

- Dans ¢ cadre d’une étude clinique réalisée a 1’hopital Fattouma Bourguiba, Monastir,
Tunisie, un profil d’acides gras renseignant sur le stress oxydant et le métabolisme
peroxysomal a été realisé sur des sujets déments incluant des malades atteints de MA et des

sujets controles appartenant a la méme tranche d’age.
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Pour mener a bien les différentes études abordéesityo pour préciser les effets des
AGTLC:s sur cellules neuronales en cultures, ii) dans le cadre d’une étude clinique pour tenter
d’identifier de nouveaux biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer, iii) sur modele animal
pour préciser la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer, plusieurs techniques ont été

mises en ceuvre.

| Etudein Vitro
1 Matériel biologique (lignée cellulaire) et anticorps utilisés

Les cellules utilisées sont des cellules SK-N-BE, ce sont des cellules de neuroblastome
humaines immortalisée€es cellules sont utilisées pour étudier les mécanismes moléculaires
associés a la MA car elles pettent d’aborder I’amyloidogénése et la Tauopathie. En effet,
ces cellules expriment entre autre la protéine précurseur de I’amyloide (APP), les sécrétase o
et B conduisant a la production respective d’amyloide a (sAPPa) et B (SAPPP) ainsi que la
sécrétas y permettant d’obtenir P3 a partir de sAPPa et ’AB1-40 ou I’AB1-42 a partir de
sAPPB : ces parametres permettent I’étude de 1’amyloidogénese. Par ailleurs, ces cellules
expriment la tubuline et la protéine Tau qui permettent I’é¢tude de la Tauopathie (Zhou et al,

2011). Les différents anticorps et leurs conditions d’utilisations sont listés dans le tableau

suivant Tableau 1).

Tableau 1: Les différents anticorps et leurs conditions d’utilisations

Spécificité Hbéte Fournisseur Dilution Application
Abcam IF (conventionnelle
. . e 1/100 et confocale)
Anti-catalase souris (Réf: Ab 16771) 1/50 et CME
IHC

MitoProfile® Total MitoSciences

OXPHOS Human WB | souris ” 1/500 WB
Antibody Cocktail (Ref: Ab110411)
Anti-160 kDa . Abcam
Neurofilaments sours (Ref:Ab7794 1/100 IF, IHC
Zymed 1/500 IF
Anti PMP70 (ABCD3 lapin . 1/300 CMF
( ) | lap (Réf: 71-8300) oo A
Anti ABCD2 lapin | Drs D Trompier/ S 1/200 IHC

Savary / G Lizard
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Suite Tableau 1

Prof M Cherkaoui- IE
Anti ACOX1 lapin Malki 1/100 IHC
Thermo Scientific
Monoclonal . e
anti PHFE-8U souris (Réf : MN 1020) 1/100 IHC
souris Sigma-Aldrich
N ‘e 1/1000 wB
B-Amyloide ' (Réf: 39220) 1/100 IHC
souris
Chemicon
4HNE souris (Réf:AB5605 ) 1/300 CMF
Santa Cruz
a-f Tubuline (B-7) Souris Biotechnology 1/300 WB
lapin (Réf: sc5286)
a-Tubuline P Abcam 1/100 IHC
(Réf: Ab 59680)
Sigma Aldrich
. . . " 1/10000 WB
Anti-B-Actine souris (Réf: A5316) 1/500 IE
. Abcam
LAMP1 lapin (R&F: Ab 24170) 1/300 IHC
lapin Molecular
Alexa fluor 488 anti : 1/300 IF, CMF
: probes/Invitrogen
souris
Chévre Molecular
Alexa fluor 488 anti- probes/Invitrogen 1/30 IHC
lapin (Réf: A 11034)
Lapin
. Dako
FITC anti- (R F 0232) 1/300 IHC
souris
Chévre Dako
HRP anti- (R&F: P 0447) 1/100 IHC
souris

CMF : cytométrie en flux ; IF : immunofluorescencdéiC : immunohistochimie, WB : western

blotting ;

2. Culture et traitement des cellules

Le milieu employé est du milieu DMEMXbecco’s Modified Eagle’s Medium)

(Lonza). Ce milieu de base contient des nutriments indispensables a la survie cellulaire, des

ions minéraux, des cofacteurs, des vitamines, des acides aminés et surtout du glucose (substrat

énergétique essentiel). Il est supplémenté avec 10% de Sérum de Veau Feetal (SVF) (Pan

Biotech) déecomplémenté par chauffage pendant 30 min a 56°C qui apporte les facteurs de

croissance indispensables. Pour éviter d’éventuelles proliférations bactériennes, 1% d’un

Page 82




Matériel et méthodes

mélange thntibiotiques (pénicilline (100 U/ml)-streptomycine (100 U/ml)) (Pan Biotech) est
ajouté au milieu de culture. Cela constitue le milieu de culture complet. Le détacliesent
cellules en vue de leur passage est réalisétiéisant 1’action conjuguée de trypsine (0,5

mg/mL) et ’EDTA (0,2 mg/mL) (Pan Biotech). A confluence, le milieu est éliminé et le tapis
cellulaire est rincé avec du PBS (Phosphate Buffered Saline) sans calcium ni magnésium ce
qui permet daupprimer toute trace d’inhibiteurs de trypsine. Apres avoir ajouté la trypsine, 3

mL par boite de Pétri (100x20 mm style, BD Biosciences), les boites sont placées a 37°C
pendant 2 a 3mn et le détachement des cellules est suivi au microscope. Une fois détachées,
les cellules sont dispersées dans du milieu de culture complet, puis récupérées par
centrifugation (900 g pendant 5 min). Apres centrifugation, le surnageant est éliminé et les
cellules sont alors homogénéisées a la pipette dans 4 mL de milieu complet frais, puis
comptées sur cellules de Malassez. Une partie de la suspension cellulaire sera réensemencée
dans de nouvelles boites de Pdiriautre partie pourra étre congelée et conservée pour des

cultures ultérieures. La congélation est alors faite dans les conditions suivante$ : 5x10
cellules / mL de milieu complet contenant 10% de DMSO ; une journée a -80°C puis stockage

dans 1’azote liquide.

L’acide docosanoique (C22:0), tétracosanoique (C24:0), et hexacosanoique (C26:0)
(Sigma-Aldrich) ont été sotilisés dans 1’a-cyclodextrine (Sigma-Aldrich) de la facon
suivante une solution d’ a-cyclodextrine (20 mMh d’abord été préparée dans du tampon
tris-HCI (100 mM, pH=8) et filtrée sur filtre Millipore de diamétre 0.2 um dfwbtenir une
solution stérile. Les acides gras ont été pas@sd’obtenir une concentration de 400 uM.
Puis, ces acides gras ont été mis en présence de la sahatyofodextrine (20 mM) dans des
pilluliers en verre stérilisés. Le mélange a été soniqué jusqu’a obtention d’une solution

homogene.

L’acide docosahexaénoique (DHA ; C22:6 n-3) fourni sous forme liquide a été préparé

a une concentration de 4 mM dans 1’ a-cyclodextrine (20 mM).

L’amyloide B1-40 (AB1-40, 1 mg) (Sigma Aldrich) a été dissout dans 1 mL de PBS
exempt de calcium et incubé 33°C pendant une semaine afin d’obtenir un maximum
d’activité biologique. Le traitement des cellules SK-N-BE avec les acides gras a trés longue
chaine (AGTLCs) a été realisé comme suit : aprés @4nsemencement des cellules dans
des plaques de 12 puits & raison de 200 & 400 xdlules par puits, les cellules ont été

cultivées pendant 48 h en absence ou en présence de différentes concentrations d’AGTLCs

Page 83




Matériel et méthodes

(0;0,1;1;5; 10 et/ou 2aM) associés ou non a du DHA (5, 10, 50, 100 et 150 uM) diluées
dans du milieu HAM’s F-10 supplémenté avec 5% SVF (Pan Biotech) et 1% d’antibiotiques.

Le traitement des cellules SK-N-BE avé&p1-40 a été réalisé comme suit : Apres 24
h d’ensemencement des cellules dans des plaques de 12 puits & raison de 400cellifes
par puits, les cellules ont ensuite été incubées pendant 24 et 48 h en présence ou en absence
d’AB1-40 a différentes concentrations (10, 20 ,50 et 100 puM) diluées dans le milieu HAMF-
10 supplémenté avec 5% SVF (Pan Biotech) et 1% d’antibiotiques.

3. Mesure de la viabilité et de la prolifération des cellules SK-BE

Afin d’évaluer I’effet des AGTLCs et d’AB1-40 sur la viabilité et la prolifération des

cellules SK-N-BE, plusieurs méthodes ont été utilisées.

3.1 Numeération cellulaire en présence de bleu trypan

Le nombre total de cellules mortes et vivante a été déterminé par comptage aprés
coloration au bleu trypan. Ce dernier est un réactif chromophore de couleur bleu chargé
négativement qui a tendance a pénétrer dans les cellules. Une fois dans la cellule, la molécule
va étre rejetée dans le milieu extérieur. Ce mécanisme d’exclusion nécessitant de 1’énergie,
seules les cellules possédant de I’ATP peuvent le réaliser. Ainsi, une cellule vivante exclura la
molécule de bleu trypan et restera réfringente au microscope alors qu’une cellule morte sera

colorée en bleu.

Aprés 48 h de traitement avec les AGTLCs, utilisés a différentes concentrations, les
cellules adhérentes et non adhérentes ont été récupérées et centrifugées a 900 g pendant 5
min. le culot a été resuspendu dans 1mL de milieu de culture. La coloration au bleu trypan a
été réalisée en prélevant 25uL de suspension cellulaire mis en présence de 25 uL de la
solution de Bleu trypan. Leomptage a été réalisé a 1’aide dune cellule de comptage de type

Kova.

3.2 Evaluation de la confluence par coloration au Crystal Violet

Le Crystal Violet colore les noyaux avec une couleur violet foncé aidant a la

visualisation des noyaux et permettansadiévaluer la confluence cellulaire.

Apres culture et traitements des cellules SK-N-BE dans des plaques 12 puits, les puits
ont été rincées 2 fois avec du PBS pour éliminer les cellules non adhérentes puis 500 pL de la

solution de coloration (Crystal Violet 0,5 %, méthanol 25 %) ont été ajoutés dans chaque

Page 84




Matériel et méthodes

puits. Apres 5 min d’incubation a température ambiante, I’excés de colorant a été éliminé en
effectuant 3 lavages des cellules avec du PBS. Les puits sont séchés (10 min, température
ambiante) et 25QL de la solution de dissolution (citrate de sodium 0,1 M, éthanol absolu
50%) ont ensuite été ajoutés pendant 10 min a température ambiante, puis I’absorbance a été

mesurée a 540 nm avec un spectrophotometre lecteur de plagues (MRX Revelation, Dynex
Technologies).

3.3 Méthode d'évaluation de ’activité mitochondriale et de la densité cellulaire

par le test MTT

Le test MTT donne une indication sur I’activité mitochondriale et la densité cellulaire.
Le principe du test MTT consiste a mesurer ’activit¢ de la succinate déshydrogénase
mitochondriale des cellules métaboliquement actives. Cette enzyme, par coupure du cycle
tétrazolium, transforme le MTT (3 [4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium
bromure), de couleur jaune, en cristaux de bleu de formazan de couleur pourpre et insoluble
(Figure 14). La membrane des cellules est imperméable aux cristaux de formazan causant
ainsi leur accumulation intracellulaire. L’addition d’un détergent solubilise les cristaux de
formazan. L’activité¢ de la succinate déshydrogénase mitochondriale permet d’apprécier la
toxicité cellulaire mitochondriale qui est directement corrélée avec la viabilité cellulaire mais
aussi avec la densité cellulaire. Cette activité succinate déshydrogénase est aparéciéee

dosage spectrophotométrique.

Succino-déshydrogénase

Succinate /—\ > Fumarate

FAD FADH,

~_

(Bleu) (Jaune)

Formazan <
Figure 14 : Réaction de réduction du MTT en bleu de formazan, catalysée par la
succinate-déshydrogénase en présence du coenzyme (FAD)
Pour réaliser le test MTT, les cellules ont été ensemencées dans des plaques 12 puits a

raison de 400 x facellules/puits dans un volume de 1 mL de milieu DMEM complet. Aprés

24 h d’incubation a 37°C en atmosphére humide contenant 5% de CO,, les cellules ont été
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incubées avec les AGTLC®@8 h) ou avec I’AB1-40 (24 et 48 h), utilisés a différentes
concentrations a 37°C en atmosphére humide contenant 5%,d&@€s cette incubation, le

milieu a été éliminé et les cellgent été incubées en présence d’une solution de MTT (0.05

mg/mL) diluée dans du milieu DMEM complet a raison de 1mL /puits pendant 3 h a 37°C. La
solution de MTT a ensuite été éliminée et les puits ont été rincées deux fois avec du PBS. Les
cristaux de formazan insolubles formés ont été dissous dans la solution de DMSO puis
I’absorbance a été mesurée a 570 nm a 1’aide d’un spectrophotométre lecteur de plaque (MRX
Revelation, Dynex Technologied).’activité succinate déshydrogénase est déterminée par

rapport a celle des cellules contrbles.

3.4 Mesuredu potentiel transmembranaire mitochondrial par coloration au 3,3'-

dihexyloxacarbocyanine iodide (DIOC6(3))

Une différence de potentiel existe de part et d’autre de la membrane interne
mitochondriale. Cette différence est crée par les pompes a protons qui créent un gradient
électrochimiqgug A¥m) entre I’espace inter-membranaire et la matrice La mesureAdén est
largement utilisée pour caractériser 1’activité métabolique mitochondriale et la mort cellulaire
a un stade précoce.

Le potentiel transmenbranaireitochondrial (A¥Ym) a été mesuré par coloration au
DIOC6(3) (3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide) et analysé par cytométrie en flux. Le
DiOC6(3) (Aex max= 488 nm ;Aem ma= 501 nm) est un fluochrome cationique, lipophile ;
son accumulation dans la mitochondrie dépend du A¥m et I’intensité de sa fluorescence est
inversement proportionnelle au A¥m.

Pour effectuer la coloration en présence de DIOC6(3), les cellules ayant subi différents
traitement avec les AGTLL pendant 48 h sont mises en suspension dans 1 mL de PBS. La
solution mére de DIOC6(3) est préparée dans du DMSO a une concentration de 1 mM. Cette
solution est par la suite diluée dans de 1’eau distillée a une concentration de 20 uM et utilisée
sur les cellules dans le milieu de culture a la concentration finale de 40 nM. Aprés 15 min
d’incubation a 37C, I’analyse est réalisée extemporanément par cytométrie en flux en
prenant en compte 10 000 cellules. Le pourcentage de cellules avec des mitochondries
dépolarisées correspond au pourcentage de cellules DIOC6(3) négatives qui est quantifiée sur

une échelle logarithmique de fluorescence.
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3.5.Evaluation de la mortalité cellulaire par coloration a I’iodure de propidium

L'iodure de propidium (IP) est un agent fluorescent intercalant des acides nucléiques
(ADN; ARN). Il est utilisé pour quantifier la viabilité cellulaire ; il ne colore que les acides
nucléiques des cellules mortes ayant perdu leur intégrité membranaire. L'IP s'excite a 305 et
538 nm et il émet une fluorescence orange/ravge un maximum d’émission 617 nm. La
solution mére d’IP est préparée dads I’eau milliQ a la concentration de 1 mg/mL. Cette
solution est stockée a +4°C a I’abri de la lumiére.

Pour évaluer la mortalité, 5-10 x°1€ellules sont reprises dans uselution d’IP al
png/mL dans le PBS. Apres une incubation de 15 min a 37°C, les cellules sont analysées par
cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules mortes correspond au pourcentagelek cell
IP positive. L’analyse est réalisée par cytométrie en flux en prenant en compte 10 000
cellules. La fluorescence ddP est sélectionnée par un filtre passe-bande 590 + 20 nm. Cette
fluorescence est quantifiée soit sur une échelle linéaire ou logarithmique. Les données sont

ensuite analysées a I’aide des logiciels Flomax (Partec) ou Flowjo (Tree Star Inc.).

3.6. Dosagale I’activité lactate déshydrogénase

La mort cellulaire peut se produire soit par apoptose appelée aussi mort
programmée impliquant des cascades de transduction du signal faisant intervenir des
enzymes appelées caspases ou par nécrose (nécrose primaire). La nécrose est
accompagneéd’altérations précoces de la membrane cytoplasmique et par un gonflement
des mitochondries tandis que 1’apoptose est associée a une dégradation progressive de la
cellule en corps apoptotiques entourés de membrdree.rupture de la membrane
cytoplasmique entraine la libération du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire.
En conséquence, la lactate déshydrogénase (LDH), une enzyme cytosolique, est libérée et
son activité est mesurée dans le milieu de culture ce qui perdetluer la mort
cellulaire, en particulier la nécrose primaire et la nécrose secondaire (nécrose faisant suite

a I’apoptose).

L’activit¢ LDH dans le milieu de culture a étémesurée a I’aide du kit LDH (Cayman

Chemical Company), selon le principe suivéigure 15):
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Lactate NAD ¥ Formazan
LDH Diaphorase
Pyruvate > Tétrazolium
NADH H+

Figure 15: Principe du dosage de ’activité LDH.

Lamesure de la mort des cellules, en réponse au traitement, a été réalisée en utilisant
une réaction a deux étapes associées. Dans la premiére étape, la LDH catalyse la réduction
de NAD" en NADH et H par oxydation du lactaten pyruvate. Dans la deuxiéme étape de
la réaction, la diaphorase utilise NADH ef Houvellement formée pour catalyser la
réduction d'un sel de tétrazolium en formazan trés coloré qui absorbe fortement a 490-520
nm. La quantité de formazan produit est proportionnelle a la quantité de LDH libérée dans le
milieu de la culture a la suite d'une cytotoxicité. Pour cela, 100 pL du milieu de culture
récupéré apres traitement des cellules avec les AGTLCs (48 h) ou avec I’AB1-40 (24 et 48
h), utilisés a différentes concentrations ont été mis en présence du mélange réactionnel
(NAD" (100X), acide lactique substrat de la lactate déshydrogénase (100X), sel de
tétrazolium (100X) et diaphorase) dilué dans du tampon fournit avec le kit. Aprés incubation
du mélange (1 h, 37°C), I’absorbance a été lue a 490 nm. L’activité LDH a été déterminée a

partir de la courbe d’étalonnage absorbance en fonction de I’activit¢ LDH (pU).

3.7. Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux

Le cycle cellulaire évalué par cytométrie en flux permet de détecter 3 phases
(Figure 16). Durant la premiére phase (phase G0/G1), la cellule est en dehors du cycle
(cellules quiescentes : GO) ou croit et devient plus large (G1), il y a synthése de protéines
permettant la division cellulaireA partir d’une certaine taille, la cellule entre dans la
deuxieme phase (S), dans laquelle débute la synthése de 'ADN. Dans la troisieme phase

(G2), la cellule se prépare a la division cellulaire (Mitose : M).
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Figure 16: Représentation du cycle cellulaire (A) et analyse de la répartition des

cellules dans les différentes phases du cycle selon le modele de Dean & Jett (B).

La méthode d'analyse du cycle cellulaire, par cytométrie en flux, est basée sur
I’émission de la fluorescence des noyaux marqués a I’IP. L’IP est un fluochrome qui
s’intercale de facon steechiométrique entre les acides nucléiques en émettant une
fluorescence rouge.nbprésence de RNAses, la fluorescence de I’'IP est proportionnelle a la
quantité d’ADN. Les cellules ont été détachées de leur support par trypsination, rincées
deux fois au PBS puis fixées a 1’éthanol froid (-20°C) pendant 12 h. Les cellules fixées ont
été ensuite rincées deux fois avec du PBS et incubées avec 10 pg/mL de RNase A (Sigma)
et 50 w/mL d’IP pendant 1 h a 37°C. La fluorescence de I'IP a été quantifiée sur un
cytométre en flux Galaxy (Partee) prenant en compte 10 000 cellules. L’acquisition des
données a été faite avec le logiciel Féxm les analyses ont été réalisées avec le logiciel
FlowJo (Tree Star Inc.) selon le modeéle de Dean-JettfFgure 16 B). Le modele de Dean
& Jett aussi appelé « SOBR (Sum of Broadened Rectangle) method » repose sur des
algorithmes sophistiqués évaluant les phases G0/G1 et G2+M par des courbes gaussiennes et

la phase S par un polynome.

3.8. Détection des cellules en phase SHi-

L’analyse du cycle cellulaire peut faire apparaitre un pic Sub-G1 (pic précédent les
cellules en GO/G1 détectées par cytométrie en fldxjnerod et al.,1992).Ce pic Sub-G1
(Figure 17) est représentatif d’une population cellulaire apoptotique, caractérisée par une
condensation et/ou une fragmentation nucléaire associée a une fragmentation

internucléosomale de I’ADN. En effet, lors du protocole opératoire mis en ceuvre pour
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I’étude du cycle, les cellules sont perméabilisées avec de 1’éthanol a -20°C créant des
micropores dans la membrane cytoplasmique. Ces micropores permettent la pénétration de
I’IP qui pourra aller s’intercaler dans I’ADN. Au cours des « lavages » successifs des
cellules, les micropores laissent échapper dans le milieu extracellulaire les petits fragments
d’ADN résultant de I’apoptose. Les cellules apoptotiques se retrouvent alors avec un

contenu en ADN fortement diminué, mais n@aims marquées par I’IP, générant ainsi le

pic Sub-G1.

Nombre de
cellules

débris
cellulaires

Sub G1

v

2N 4N

contenu en ADN
(échelle !néaire)

Figure 17: Schéma représentant la phase Sub-G1 par rapport aux autres phases du

cycle cellulaire.

4. Caractérisation morphologique de la mort cellulaire induite par les AGTLCs
4.1 Analyse de la morphologie cellulaire par microscopie en contraste de phase

La morphologie des cellules SK-N-BE a été étudiée en plaques 12 puits apres 48 h de
traitement par les AGTLCs a 1’aide d’un microscope a contraste de phase (Axiovert 40CFL,

Zeiss) équipé d’une caméra Axiocam utilisée pour digitaliser les images.

4.2 Analyse de la morphologie des noyaux par microscopie a fluorescence apres

coloration au Hoechst 33342

La coloration avec le Hoechst 33342 est utilisée pour distinguer entre mort cellulaire
par apoptose opar nécrose. Au cours de ’apoptose, les cellules mortes se caractérisent par
des noyaux condensés et /ou fragmentés alors que les cellules nécrotiques en fonction de leur
progression dans le processus de nécrose ont soit des noyaux gonflés (cellules oncotiques),
soit des noyaux recroquevillés, plus petits au contour diffus. En revanche, les cellules vivantes

ont des noyaux ronds et réguliekéajno & Joris, 1995; Lizard et al, 1995.
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Les cellules SK-N-BE ensemencées et traitées pendant 48 h avec différentes concentrations
d’AGTLCs ont été collectées par trypsination, fixées avec du PFA 1% puis déposées (150 pL
desuspension cellulaire contenant envirord@® cellules) sur lame a 1’aide d’une cytospine
(Shandon ; 1 200 tours/min, 5 min). Une goutte de Hoechst 33342 (1 ug/mL) est ensuite
appliquée sur le champ cellulaire et incubée pendant 5 min a température ambiante. Aprés
rincage en PBS et montage entre lame et lamelle avec le liquide de montage Dako, les lames
sont stockées a + 4°C. Les cellules colorées au Hoechst 33342 sont observées sous Ultraviolet

a I’aide d’un microscope droit a fluorescence (Axioskop, Zeiss).
4.3 Etudel’ultrastructure cellulaire par microscopie a transmission électronique

La microscopie électronique en transmission (MET) est une technique de microscopie
ou un faisceau d’électrons est transmis a travers un échantillon trés mince. Les effets
d’interaction entre les électrons et I’échantillon et 1’utilisation d’un systeme de lentilles
magnétiques donnent naissance a une image, dont la résolution peut atteindre 0.8 Angstrom.

Dans notre travail, la microscopie a transmission €lectronique a été utilisée pour
visualiser les modifications ultrastructurales induites par les AGTLCs (C22:0, C24:0 et C26:0
utilisés a 10 uM). Pour cela, les échantillons ont été fixés pendant 1 h a 4°C avec le
glutaraldehyde 2.5 % dilué en tampon cacodylate (0.1 M pH 7.4), lavés deux foike dans
tampon cacodylate, puis post-fixési tétroxyde d'osmium 1% dilué dans le sodium
cacodylate (0.1 M, pH 7.4) pendant 1 h a température ambiante dans I'obscurité et rincés deux
fois dans le tampon cacodylate. Les préparations ont été alors déshydratées par des bains dans
des gradients d’éthanol croissants (50, 70, 90 et 100%), puis inclus en Epon. Des sections
ultrafines ont été réalisées avec un ultramicrotome au tranchant de diamant. Les coupes ont
été colorées pendant plusieurs minutes avec une solution aqueuse alcoolisée d'acétate
d'uranyle pour contraster différentiellement les différentes structures puis avec du citrate de

plomb aqueuwet enfin examinésau microscope électronique H7500 (Hitachi).
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5. Analyse de ’effet des AGTLCs sur les organites cellulaires : mitochondrie,

lysosome et peroxysome
5.1 Analyse des effets des AGTLCs sur la mitochondrie

5.1.1 Détermination de la masse et de la distribution des mitochondries par

coloration au MitoTraker Red

La sonde MitoTracker (Molecular Probes/Invitrogen) utilisée traverse la membrane
par diffusion passive pour s’accumuler dans les mitochondries métaboliquement actives.
L’accumulation du MitoTracker au niveau mitochondrial ne dépend pas du A¥m. En effet, &
présence d’un groupement chlorométhyl réactif lui permet de rester dans la membrane
mitochondriale malgré une chute du poterti#im permettant ainsi une fixation des cellules
a analyser.

Pour évaluer la distribution des mitochondries (topographie mitochondriale) dans les
cytoplasmes cellulaire, les cellules SK-N-BE, ensemencées sur des lamelles en verre et
traitées avec différentes concentrations d’AGTLCs pendant 48h ont été incubées avec la
solution de MitoTracker Red (Aex Max=579; Aemmax=599) & 1 UM pendant 15 min a 37°C. A la
fin de I’incubation, les cellules ont été rincées en PBS, fixées avec du paraformaldehyde 2%
pendant 10 min a +4°C et rincées deux fois en PBS. Aprés montage entre lame et lamelle avec
du liquide de montage (Dako), les lames ont été stockées a +4°C a I’abri de la lumiere pour
étre observées ultérieurement avec un microscope a fluorescence Axioskop (Zeiss). Les
images ont été digitalisées avec une caméra Axiocam (Zeiss).

Pour étudier la masse mitochondriale et/ou la quantité de mitochondries par cellules,
les cellules SK-N-BE, ont été ensemencées dans des plaques 12 puits et traitées avec
différentes concentrations d’AGTLCs pendant 48 h. Les cellules ont été collectées par
trypsination et incubées avec le Mitotraker Red a 1 uM pendant 15 min a 37°C. Ensuite, un
rincage des cellules avec du PBS a été effectué et les cellules ont été resuspendued. dans

de PBS pour tre analysées par cytométrie en flux avec un cytometre Galaxy (Partec).
5.1.2 Dosage de I’ATP

L'ATP (ou Adénosine Tri-Phosphate) est un intermédiaire énergétique majeur et
obligatoire de nombreuses réactions du métabolisme cellulaire. Il est produit par la

mitochondrie au cours de la phosphorylation oxydative.

Pour effectuerle dosagede I’ATP, on mesure la lumiére émise par la réaction

enzymatique de bioluminescence utilisant la luciférine et la luciférase de luciole, ainsi que de
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I'ATP. L'ATP intervient dans I'étape d'activation du complexe luciférase-luciférine, dont
l'oxydation est a l'origine d'une émission lumineuse proportionnelle a la quantité d'ATP. En
utilisant la luciférine et la luciférase de la luciole, il est donc possiblEaide d’un
fluorimetre d'obtenir une évaluation de la quantité d'ATP dans un échantillon. La valeur
obtenue en unité relative de lumiére (URL), permettra grace a un étalon d'estimer l& quantit
d'ATP.

Le dosage de ’ATP a été réalisée en utilisant le kit « ATP Bioluminescence Assay Kit

CLS 1l » (Roche Molecular Biochemicals).

Pour doser I’ATP, une lyse des cellules collectées par trypsination apres traitement
avec les AGTLCs, a été réaliséauPcela 100 uL. d’cau bi-distillée ont été ajoutées aux
cellules et apréslmin d’incubation a température ambiante, une centrifugation a eudieu
1000 g pendant 5 mirn.e surnageant récupéré a servi au dosage de I’ATP et au dosage des
protéines totaledJne gamme étalon a été préparée a partir d’une solution mére d’ATP (105
mg/mL) en utilisant I’ATP lyophilisé fourni par le kit. 50 uL de luciférase ont été ajoutés a
50 uL de chaque lysat cellulaire et a chaque point de la gamme afin de mesurer la
bioluminescence de chaque échantillon. La courbe d’étalonnage a été tracée et a servi pour le

calcul de la concentration cellulaire en ATP.

Pour le dosage dBATP mitochondrial, une élimination dd’ATP provenant de la

glycolyse a été faitpar traitement des cellules avec 1’iodoacétate (25 umol/L) pendant 1 h.

5.2 Analyse des effets des AGTLCs sur le lysosomEvaluation du pourcentage

de cellules avec des lysosomes déstabilisés par coloration a ’acridine orange

La déstabilisation de la membrane lysosomale peut étre étudiée par coloration a
I’acridine orange (AO). L’AO (Aexc max = 502 nm, Agm max = 525 nm) est une sonde
lysosomotropique lipophile, cationique, capable de traverser la membrane cytoplasmique et
celle des organites cellulaires. L’ AO est un colorant métachromatique qui se caractérise par sa
capacité a émettre une fluorescence verte en milieu basique et une fluoresasyeecnge
en milieu acide. La quantité de fluorescence orange/rouge sera donc proportionnelle au
volume et a la quantité de compartiments acides dans la cellule. La perméabilisation de la
membrane lysosomale se caractérise par une diminution de la fluorescence orange/rouge.

Les cellules, & raison de 2 x°kllules par tube, ont été mises en suspension dans 1
mL de PBS. Afin d’évaluer les cellules a membrane lysosomale perméable, la suspension

cellulaire a éténcubée en présence de 1 pg/mL d’AO pendant 15 min a 37°C. L’analyse a été
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réalisée extemporanément par cytométrie en flag;fluorescences verte et rouge ont été
sélectionnées respectivement par des filtres passe-bande 520 + 20 nm et passe-long 630 nm.
Pour chaque échantillon, la fluorescence est quantifiée sur 10 000 cellules sur une échelle

logarithmique en utilisant en cytométre en flux Galaxy (Partec).
5.3 Analyse des effets des AGTLCs sur le peroxysome

5.3.1 Etude de la topographie et flexpression du transporteur membranaire

peroxysomal ABCD3/PMP70 par immunofluorescence indirecte

La topographie et I’expression d’ABCD3 ont été respectivement étudiées par
microscopie a fluorescence conventionnelle et cytométrie en flux.

Le transporteur ABCD3 (ATP binding cassette transporter D3)/PMP70 (70-
Peroxisomal Membrane protein)) est un constituant majeur de la membrane peroxysomale. ||
assure un r6le important dans la fonction cellulaire et dans le métabolisme lipidique
(Schrader & Fahimi, 2008)

Les peroxysomes sont impliqués dans le process@soagdation des AGTLCs. Une
altération des fonctions peroxysomales peut induire des modifications lipidiques déléteres.
ABCD3 peut étre identifié par immunofluorescence indirecte et quantifié par cytométrie en
flux (Baarine et al.,2009).

Pour I’analyse par immunofluorescence par cytométrie en flux, les cellules ont été
cultivées dans les plaques de cultures de 12 puits. Apres 48 h de traitement avec différentes
concentrations d’AGTLCs, les cellules ont été collectées par trypsination puis fixées avec du
paraformaldéhyde a 2% dilué dans du PBS pendant 10 min & +4°C et ensuite lavées par 2 mL
de PBS. Les cellules ont alors été perméabilisées et les sites non spécifiques ont été bloqués
par incubation des cellules avec une solution de saturation (PBS, 10% SVF, 0,05% saponine)
pendant 30 min. Aprés ringage des cellules en PBS, 100 uL d’anticorps polyclonal de lapin
(Zymed) dirigé contre ABCD3/PMP70 et dilué au 1/500 dans la solution de saturation ont été
ajoutés sur le culot cellulaire. Aprés 1 h d’incubation a +4°C, les cellules ont été lavées avec 1
mL de PBS et 100 pL d’anticorps secondaire Alexa Fluor 488 (Invitrogen/Molecular Probes)

(dilué au 1/300 dans la solution de saturation) ont été¢ ajoutés. Apres 30min d’incubation a
température ambiante, les cellules ont été lavées 2 fois avec 1 mL du PBS et resuspendues
dans 1 mL de PBS. L’analyse a été réalisée sur un cytometre en flux Galaxy (Partec). La
lumiére verte a été collectée par un filtre passe-bande 520 + 20nm. Pour chaque échantillon, la
fluorescence a été quantifiée sur 10 000 cellules sur une échelle logarithmique. Les données

ont été analysées avec les logiciels Flomax et FlowJo.
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Pour définir la taille des peroxysomes ainsi que leur topographie au sein de la cellule,
I’'immunomarquage ABCD3 a été réalisé sur des cellules ensemencées sur lamelles en verre
de 14 mnet traitées avec les AGTLCs. A la fin de I’'immunomarquage (réalisé selon la méme
procédure qu’en cytométrie en flux) les préparations on été¢ montées entre lame et lamelle en
présence de milieuedmontage Dako et stockées au moins une nuit a+4°C avant d’étre

observées avec un microscope a fluorescence Axioskop (Zeiss).

5.3.2 Etude de la topographie et flexpression de |a catalase par

immunofluorescence indirecte

La topographie et 1’expression de la catalase ont été respectivement étudiées par
microscopie a fluorescence conventionnelle et confocale et par cytométrie en flux.

L’analyse de la catalase par immunofluorescence indirecte a été effectuée sur des
cellules ayant été cultivées dans des plagues de cultures de 12 puits et traitéesABemdant
avec différentes concentrations d’AGTLCs.

Pour I’analyse par cytométrie en flux, Les cellules ont été collectées par trypsination
puis fixées avec du paraformaldéhyde a 2% dilué dans du PBS pendant 10 min a +4°C et
ensuite lavées par 2 mL de PBS. Les cellules ont été alors perméabilisées et les sites non
spécifiques ont été bloqués par 1’incubation des cellules avec une solution de saturation (PBS,
10% SVF, 0,05% saponine) pendant 30 min. Apres ringcage des cellules en PBS, 100 uL
d’anticorps dirigé contre la catalase (Abcam) dilué au 1/100 dans la solution de saturation ont
été ajoutés sur le culot cellulaire. Aprés 1 h d’incubation a +4°C, les cellules ont été lavées
avec 1 mL de PBS et 100 uL d’anticorps secondaires Alexa Fluor 488 (Molecular
Probes/Invitrogen) (dilué au 1/300 dans la solution de saturation) ont été ajoutés. Apres 30
min d’incubation a température ambiante, les cellules ont été lavées 2 fois avec 1 mL de PBS
et resuspendues dans 1 md RBS. L’analyse a été réalisée sur un cytomeétre en flux Galaxy
(Partec). La lumiére verte a été collectée par un filtre passe-bande2b2tht Pour chaque
échantillon, la fluorescence a été quantifiée sur 10 000 cellules sur une échelle logarithmique.
Les données ont été analysées avec les logiciels Flomax et FlowJo.
Pour analyser la taille et la topographie des peroxysomes au sein de la cellule,
I’immunomarquage de la catalase a été réalisé sur des cellules ensemencées sur lamelles en
verre de 14 mnet traitées avec les AGTLCs. A la fin de I’'immunomarquage (réalisé selon la
méme procédure qu’en cytométrie en flux) les préparations on ét€é montées entre lame et

lamelles en présence de milieu de montage Dako et stockées au moins une nuit a +4°C avant
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d’étre obsevées soit avec un microscope a fluorescence Axioskop (Zeiss), soit avec un

microscope confocale (Leica).
6. Dosage des marqueurs du stress oxydatif

6.1 Evaluation de la surproduction d’espéces radicalaires de 1’oxygéne et de

I’azote par coloration avec HDCFDA

Le 2',7'-dichlorodihydrofluoresceine diacétate@EFDA) est utilisé pour quantifier
in situ les especes réactives de I'oxygene (ERO) teleDRIOO et de I’azote (ERN) tel que
NO et ONOO . Cette sonde pénetre dans la cellule ou elle clerée par les estérases
intracellulaire en 27’-dichlorodihydrofluoresceine (DCFH) qui une fois oxydé par une
variéeté des ERO et des ERMonne naissance a la molécule fluorescente 2°,7’-
dichlorofluorescein (DCF)Higure 18).

Hydrolyse
+
_—
Oxydation
2',7'-dichlorodihydrofluoresceine diacétate 2°,7’-dichlorofluorescein
(H.DCFDA) (DCF)

Figure 18: Schéma d’oxydation de H,DCFDA en DCF(Basset al.,1983)

Le DCF s’excite a 494 nm et émet dans le vert a 517 nm. La solution mére de
H,DFDA est préparée extemporanément diniséthanol absolu a la concentration de 5 mM.
Le H,DFDA est utilisé a 10 uM sur les cellules

Pour évaluer la production ERO et ERN, les cellules & raison de 5-10 X @ft été
reprises dans un 1mL de PBS ou de milieu de culture avec 10 uMDRIEFBA puis
incubées 30 min a 37°C a I’abri de la lumiére. Les cellules ont ensuite été analysées
extemporanément par cytométrie en flux sur un cytometre Galaxy (Partec) en collectant la
fluorescence verte avec un filtre passe-bande 520 + 20 nm en prenant en compte 10 000
cellules sur une échelle logarithmique de fluorescence. Un contrble positif a été utilisé en
traitant de I’antimycine A (50 uM) ou HO, (10 uM). Les données ont été analysées avec les

logiciels Flomax et FlowJo.
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6.2 Evaluation de la production des anions superoxydes intracellulaires et

mitochondriaux et par cytomeétrie en flux

Les cellules, ensemencées dans des plaques de 12 puits et ayant subi différents
traitement avec les AGTLCs pendant 48 h, ont été trypsinées et mises en suspension dans 1
mL de PBS. La production intracellulaire d'anion Superoxyde) (& été détectée avec la
dihydroethidine DHE (Molecular Probes/Invitrogen). Le DHE est un composé non-
fluorescent qui peut diffuser a travers les membranes cellulaires et qui est rapidement oxydé
en ethidium fluorescent (Aex max= 488 NM; Aem max= 575 Nm) sous l'action ;O L’ethidium
se fixe ensuite de fagon covalente au niveau des bases azotés de I’ADN. Ceci permet sa

rétention dans la cellule et donc sa détection par cytométrie erripuce 19).

La solution mére de (DHE) a été préparée dans du DMSO a une concentration de 1,6
mM. Cette solution est par la suite utilisée sur les cellules a la concentration finale de 2 uM.
Apres 15 min d’incubation a 37°C, I’analyse est réalisée par cytométrie en flux sur un
cytometre en flux Galaxy (Partec). La fluoresceded’cthidium produit collectée par un
filtre band pass 590 + 20 nm est mesurée sur une échelle logaritmique de fluorescence en
prenant en compte 10 000 cellules. Les données ont été analysées avec les logiciels Flomax et

FlowJo.

O
H N
Y
O CH20H3

Dihydroethidine (DHE) Ethidium fluorescent (HE)

Figure 19: Schémad’oxydation de DHE en HE (Rothe & Vallet, 1990)

La production mitochondriale d'anions superoxyd@®s’) a été détectée avec le
MitoSOX (Molecular Probes/Invitrogen). Le MitoSOX Red est un dérivé cationique de la
dihydroethidine (Ref Bouquin Molecular Probes). Il pénetre dans les cellulesesedrde
fixe spécifiqguement auritochondries. Une fois dans la mitochondrieM&oSOX ™ Red
est oxydé par les anions superoxydes et émet une fluorescencéiguge = 510 nm;iegm,
vax = 580 nm). Ce fluorochrome est oxydé par les anions superoxydes, et faiblement par
d'autres ERO ou ERNF{gure 20).
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oy

Figure 20: Oxydation du MitoSOX™ Red par les anions superoxydes

Les cellules, ensemencées dans des plaques de 12 puits et ayant subit différents
traitements avec les AGTLCs pendant 48 h, ont été trypsinées et mises en suspension dans 1
mL de PBS. La solution de MitoSOX qui a été initialement préparé a 5 mM dans dutPBS es
utilisés sur les cellules a 5 uM. Les cellules ont été incubées pendant 15 min a 37°C avant
d’étre analysées avec un cytometre en flux Galaxy (Partec). La fluorescence orange/rouge est
collectée par un filtre band pass 590 £ 20 nm. Elle est mesurée sur une échelle logaritmique
de fluorescence en prenant en compte 10 000 cellules. Les données ont été anatytges ave

logiciels Flomax et FlowJo.

6.3 Evaluation de la production de monoxyde d’azote par le 4,5-

Diaminofluorescein diacétate

La production du monoxyde d'azofdO) intracellulaire a été détectée a 1’aide du
DAF-FM diacetate (4-amino-5-methylamino72difluorescein diacetate) (Molecular
Probes/Invitrogen). A l'intérieur des cellulesDAF-FM diacétate réagit rapidement avec le
NO et principalement avec ledxyde d’azote (N2O3) pour former un composé fluorescent le
trizolofluorescein X ex max = 485 NMA gm max = 535 Nm) L’intensité de la fluorescence refléte

donc la quantité de NO présente dans la cellule.

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 12 puits et traitées avec
différentsconcentrations d’AGTLCs pendant 48h. Ensuite, les cellules ont été trypsinées et
mises en suspension dans 1 mL de PBS. La solution DAF-FM a été préparée a 5 ¥l dans
DMSO et utilisé & 10 pM sur les cellules {16ellulesmL de PBS). Aprés 15 min
d'incubation a 37 °C, les cellules ont été analysées avec un cytomeétre en flux(Batteg)
en prenant en compte 10 000 cellules. Le signal fluorescent a été sélectionné par un filtre
passe bande a 520 + 20 nm sur une échelle logarithmique de fluorescences. Les résultats ont

été analysés avec le logiciel Flomax.
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6.4 Evaluation de la production deperoxyde d’hydrogéne par coloration a la
Dihydrorhodamine 123

La Dihydrorhodamine 123 (DHR123) est un fluorochrome lipophile sensible
peroxyde d’hydrogéne (H.0,). La DHR123 pénétre facilement dans la cellule et les
compartiments intracellulaires. La DHR123 est oxydé pgd,Het forme un composé
cationique fortement fluorescent, la Rhodamine 123 (RHX23) viax = 505 nm; Aem max=
529 nm) qui est incapable de traverser les membranes. Ainsi, la fluorescence RH123 reflete le

niveau de HO, intracellulaire.

Pour doser la production de,®; intracellulaire, les cellules, ayant subit différents
traitements avec les AGTLCs pendant 48 h, séntipérées par trypsination et mises en
suspension dansriL de PBS. La solution mere de DHR123 (8&Aldrich) a été préparée a
2 mM dans du DMSO et utilisé & 6 pM sur les cellule$ ¢Hlules / mL de PBS). Aprés 15
min d'incubation a 37 °C, les cellules ont été analysées sur un cytometre en flux Galaxy
(Partec). Le signal fluorescent vert a été collecté par un filtre passe-bande a 520 £ 20nm, en
prenant en compte 10 000 cellules sur une échelle logarithmique de fluorescences. Les
données en été analysées avec le logiciel FloMax.

6.5 Quantification du GSH par coloration au monochlorobimane

Le monochlorobimane (MCB, Sigma) est un composé qui devient fluorescent lorsqu’il
est complexé avec une fonction thiol (-SH). Le glutathion réduit posséde une fei&itipoe
qui va donc nous permettre de le doser aprés réaction enzymatique catalysée par anglutathi
S transférase, avec le MCB. Ce fluorochrome est excité de facon maximum par les UV a 390
nm et émet une fluorescence maximum aprés réaction avec le glutathion réduit (liaison

covalente au niveau de la cystéine a 478 nm.

Les cellules ayant subi différents traitements avec les AGTLCs pendant 48 h ont été
récupérés par trypsination et mises en suspension dansde PBS.La solution méere de
monochlorobimane (MCB) utilisée pour quantifier le glutathion réduit (GEtedley &

Chow, 1994 a éte préparée dams 1’éthanol absolu & une concentration demM. Cette

solution est par la suite utilisée sur les cellules dans le milieu de culture a la concentration
finale de 200 uM. Apres 3@in d’incubation a 37°C, un lavage avec du PBS est réalisé. Les
suspensions cellulaires sont ensuite déposées sur des lames en verre par cyto-centrifugation a
I’aide d’une cytospine (Shandon, 1 200 tours/min, 5 min). Une observation des cellules

montées entre lame et lamelle avec un liquide de montage (Dako) est faite sous UV a 1’aide
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d’un microscope a fluorescence Axioskop (Zeiss). Un comptage des cellules fluorescentes
(contenant du GSH) et non fluorescentes (ne contenant pas de GSH) est réalisée en prenant en

compte un total d’au moins 300 cellules par lame.

6.6 Mesure de I’activité superoxyde dismutase et catalase
6.6.1 Extraction et dosage des protéines

L’extraction des protéines a ¢été réalisée sur 8-12 x 1 cellules dans les conditions
suivantes : les cellules ont été mélangées avec 1 mL PBS contenant un mélange d'inhibiteurs
de protéase (Roche Diagnostics Inc). Les cellules ont ensuite subit trois cycles de congélation-
décongélation successives. Les échantillons ont été soniqués, centrifugés (2B00aig)
et le surnagent, constituant la solution enzymatique, a été récupéré.

La concentration de protéine totale a été dosée comme suit: le réactif utilisé est
constitué d’acide bicinchoninique (BCA) et d’ions cuivriques en milieu alcalin (kit BCA,
Interchim). Les ions cuivreux générés par réduction par les liaisons peptidiques forment avec
le BCA un complexe stable et intensément coloré en. ldleudosage a été réalisé en
microplaques. Pour celm, volume de I’extrait protéique (2,5 uL) a été mis en présence de
175 pL du mélange BCAt d’ions cuivreux (50:1). Une incubation de 30 min & 37°C a
ensuiteété réalisée et I’intensité de la coloration a été mesurée a 570 nm. La concentration
protéique des échantillons a étglculée a partir d’'une gamme d’étalonnage d'albumine

sérique bovine (BSA).
6.6.2 Mesure de ’activité catalase

Apres préparation des extraits protéiquastilvité catalase a été quantifiée avec le kit

Amplex Red Catalase Assay Kit (Invitrogen).

Le principe du dosage de I’activité catalase est le suivant. La catalase réagit d'abord
avec BO, pour produire de I'eau et I'oxyge(@®,). Ensuite, le réactif Amplex Red réagit avec
H.O, n’ayant pas réagi en présence de peroxydase du raifort noir (HRP) pour produire un
produit d'oxydation fortement fluorescent, la résorufine. Une forte activité catalase se traduit
donc par une petite quantité de résorufine formée. La solution stock d’Amplex Red a éte
préparée dans du DMSO et stockée a -20°C. Le milieu réactionnel contenant 25 pQ.de H
(20 uM en concentration finale) et 25 L de solution enzymatique a été incubée a température
ambiante pendant 30 min. A la fin du temps d'incubation, 50 pL de mélange de réaction

(Amplex Red 100 uM; 0,4 U/mL HRP) ont été ajoutés et le mélange a été incubé a 37°C
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pendant 30 min. L'absorbance de la solution de résorufine formée a été mesurée a 570 nm en
utilisant le spectrophotometre lecteur de plaques (MRX Revelation, Dynex Technologies)
Une unité de lI'enzyme est définie comme 1 pmol de H202 consommeée par minute et I'activité
spécifiqgue a été normalisée par rapport a la quantité de protéine totale et a été exprimée en

unités par milligramme de protéine.

6.6.3 Mesure de ’activité de la SOD

La Superoxyde Dismutase (SORE I’'une des enzymes antioxydantes les plus
importantes. Elle catalyse la dismutation des anions superoXx@déspour donner l'eau
oxygénegH,0,) et I'oxygene moléculairgD,).

Aprés préparation des extraits protéiques des cellules traitées avec les AGTLCs,
I’activité SOD a été quantifiée en utilisant le kit « SOD Assay Kit-WST » (Dojindo Molecular
Technologies).

Le principe de dosage pese sur I’utilisation du sel de tetrazolium WST-1(2-(4-
lodophenyl)-3¢4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyBH-tetrazolium,  monosodium  salt)
hautement solubldans 1’ecau et qui produit du formazan hydrosoluble suite a sa réduction
avec les anions superoxydes. Le taux de la réduction de WST-1 avest ¢ a l'activité de
la xanthine oxydase (XO) qui catalyse I'oxydation de la xanthine en acide urignet dés
O, dans le milieu. La réduction de WST-1 est inhibée par la S&juie 21) ce qui permet
de déterminer’IC50 (concentration inhibant de 50 % l'activité de la SOD) par méthode

colorimétrique.

I
) so;N_NQ
xanthine 20, °ss‘O'< s WST-1 formazan
0n \ /

&)
xanthine oxidase NOs

uric acid /\ ? so;"‘"ol
HoO 20, ms-O—(N_;‘. Na® WST-1
| 165 b1
SOD ————= 07 +H;0;
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Figure 21: Principe de dosage de ’activité SOD

Page 101




Matériel et méthodes

Dans une plaque de 96 puits, 20 pL d’extraits protéiques ont été mis en présence de
200 pL de solution WST-1 et de 20 pL de solution (Enzyme working solution). Aprés
agitation, le mélange a été incubé a 37°C pendant 20 min et 1’absorbance a été lue a 450 nm
en utilisant le spectrophotometre lecteur de plaques (MRX Revelation, Dynex Technologies)

Unegamme d’étalonnage a été réalisée et a permis de calculer I’activité de I’enzyme.

6.7 Détection et quantification du 4-hydroxy-2-nonénal par immunofluorescence

indirecte et analyse par cytométrie en flux

Le 4-hydroxy-2-nonénal (4-HNE) est le produit majeur formé par la peroxydation
lipidique, c’est un produit de dégradation final des acides gras insaturés (Khatoon et al,
2012 . Le dosage du 4-HNE a été realisé sur des cellules SK-N-BE ensemencées dans des
plaques de 12 puits et traitées par les AGTLCs. Apres 48 h de traitement, les cellules ont été
collectées par trypsination, fixées avec du PFA 2% pendant 10 min a +4 °C puis lavées avec
du PBS. Afin de perméabiliser la membrane cytoplasmique et bloquer les sites antigéniques
non spécifiques, les cellules ont été mises en présence d’une solution de saturation (PBS, 10%
SVF ; 0,05% saponine) durant 30 min a température ambiante.

Le 4-HNE a été détecté par un anticorps monoclonal de souris anti 4-HNE (Abcys)
dilué dans la solution de saturation (2 ug/mL). Aprés 1 h d’incubation, les cellules ont été
lavées avec du PBS et mises en présence pendant 30 min de I’anticorps secondaire Alexa
Fluor 488 (Molecular Probes/Invitrogen) préparé au 1/300 dans la solution de saturation.
Apres eux lavages en PBS, les cellules ont été resuspendues dans 1mL de PBS et analysées
avec un cytometre en flux Galaxy (Partec). La fluorescence a été recueillie filtne band
pass a 520 + 20 nm. Pour chaque échantillon, la fluorescence a été quantifiée sur 10 000
cellules sur une échelle logarithmique. L’acquisition des données a été faite avec le logiciel

Flomax et leur analyse a été réalisée par le logiciel FlowJo.

6.8 Détection et quantification des dérivés oxydés du cholestérol par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CPG/SM)

6.8.1 Hydrolyse des esters

Dans un tube de 10 mL contenant 500 pL de cellules traitées avec les AGTLCs ou
I’AB140 pendant 48 h, 2 mL de méthanol, 200 pL de KOH a 10 M, 5 pL de
butylhydroxytoluéne a 2 mM dans 1’éthanol (permettant d’éviter I’auto-oxydation), 100 pL
d’une solution acqueuse d’EDTA a 20 mM, 10 pL d’une solution éthanolique
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d’épicoprostanol a 100 pg/mL (étalon interne pour le dosage du cholestérol), 10 uL d’une
solution éthanoliqgue de 19-hydroxycholestérol & 10 pg/mL (étalon interne pour le dosage des
oxystérols) et 2 mL d’éther éthylique ont été ajoutés. Les tubes ont ensuite été incubés 2 h a

37°C.
6.8.2 Extraction des oxystérols

Dans les tubes, 2 mL d’acide acétique ont été ajoutés suivi apres agitation de 2 mL
d’hexane. Les tubes ont été agités 5 min et centrifugés 5 min a 1 500 g. La phase organique

supérieure a été récupérée entube de 10 mL et évaporée a sec sous azote.
6.8.3 Dérivation

L’extrait sec est repris avec 5 mL de mélange BSTFA (Bis (triméthylsily)
trifluoroacetamide) et TMCS (Triméthylchlorsilane) (4 :1,v :v). Apres incubation de 45 min a
80°C, la phase organique a été évaporée aose@sote et I’extrait sec a été repris dans 50

uL d’hexane.
6.8.4 Analyse par CPG/ SM

Pour I’analyse par CPG/SM, une calibration est nécessaire. Une gamme a ¢été réalisée
de la fagon suivante : des tubes contenant 500 pL de NaCl et 5,10, 20, 40 pL de cholestérol a
2 mg/mL , 25 pL de [f-hydroxycholestérol a 1ig/mL , 25 pL de 7 a-hydroxycholestérol a
10 pg/mL, 25 pL de 7-cétocholestérol a 10 ug/ mL et 25 pL de 27- hydroxychull@sidy
pg/mL, ont été traités de la méme maniére que les échantillons diéyydislyse des esters.

La séparation a été réalisée sur une colonne HP-5MS de 30 m x 0,25 mm et 0,25 um
d’¢épaisseur de film. Le chromatographe en phase gazeuse est un appareil HP6890. La
température du four était programmée de 180°C a 260°C a 10°C/min, puis de 260°C a 280°C
a 10°C/min et maintenue a 280°C pendant 5 min. Le chromatographe était couplé a un
détecteur de masse a simple quadripdle HP5973. La température de I’interface était de 280°C
celle du quadrip6le de 150°C et celle de la source de 230°C. La quantificat®riaiteta
partir du rapport entre les surfaces des pics correspondant aux ions choisis pour les composeés
a doser et a celles des ions choisies pour les étalons internes. Ce rapport a été compare a des
courbes d’étalonnage réalisées dans les mémes conditions d’analyse a partir de produits

standards.
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7. Analyse des effets des AGTLCs sur le cytosquelette
7.1 Coloration des filaments d’actine par la Rhodamine-phalloidine

Les cellules ensemencées sur des lamelles en verre stériles et traitées avec les
AGTLCs ont été fixées avec du paraformaldehyde 2% pendant 10min et lavées 3 fois en PBS.
Les cellules ont ensuite été perméabilisées et les sites non spécifiques ont été bloquées par
incubation avec une solution de PBS, 10% SVF et 0,05 % saponine, pendant 30min a
température ambiante. Les filaments d’actine ont ensuite été colorés avec 200 uL de solution
de Rhodamine-phalloidine a 0,1 uM pendant 30 min a 37°C. Apres des lavages en PBS, les
noyaux des cellules ont été colorés avec du Hoechst 33342 (0,1 pg/mL) et le montage des
lamelles a été réalisé avec le liquide de montage Dako. Les cellules ont été observées a I’aide
d’un microscope a fluorescence Axioskop (Zeiss). Les images ont été digitalisées a 1’aide

d’une caméra Axiocam (Zeiss) en utilisant un objectif x 100 a immersion a huile.

7.2 Immunomarqguage des neurofilaments

Les cellules ensemencées sur des lamelles en verre stériles et traitées avec les
AGTLCs ont été fixées avec du paraformaldehyde 2% pendant 10 min et lavées 3 fois en
PBS. Les cellules ont ensuite été perméabilisées et les sites non spécifiques ont été bloquées
par incubation avec une solution de saturation (PBS, 10% SVF, 0,05% saponine) pendant 30
min. A la fin de la période d’incubation, les cellules ont été rincées en PBS et ensuite
incubées avec I’anticorps anti-neurofilaments 160 KDa (Abcam) dilué dans la solution de
saturation au 1/100, pendant 1 h a +4°C. Apres lavage en PBS, une incubation des cellules
avec I’anticorps secondaires Alexa Fluor 488 (Molecular Probes / Invitrogen) dilué au 1/300
dans la solution de saturation a eu lieu pendant 30 min. Apres lavages en PBS, coloration des
noyaux avec du Hoechst 33342 (0,1 pg/mL) et montage des cellules avec le liquide de
montage Dako, les préparations ont été observées a I’aide d’un microscope a fluorescence
Axioskop (Zeiss). Les images ont été digitalisées a I’aide d’une caméra Axiocam (Zeiss) en

utilisant un objectif x 100 a immersion a huile.

7.3 Coloration de la tubuline par coloration au Tubulin Tracker Green.

Les cellules ensemenceées sur des lamelles en verre stériles de 14 mm et traitées avec
les AGTLC ont été rincées en PBS. Les sites antigéniques non spécifiques ont été bloqués par
I’incubation des cellules avec une solution de saturation DAKO pendant 15 min. Suite au
lavage en PBS, les cellules ont ensuite été fixées au méthanol 90% pendant 3 min. 200 uL de

la solution de coloration Tubulin Traker Green dilués dans le milieu DMEM (200 nM) ont été
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ajoutés et incubé avec les cellules pendant 5 min. Aprés des lavages avec du PBS, Les noyaux
des cellules ont été colorés avec du Hoechst 33342 (0,1 pgtrie)montage des lamelles a

été réalisé avec le liquide de montage de Dako. Les lames ont été observées avec un
microscope a fluorescence Axioskop (Zeiss). Les imagesté digitalisées a 1’aide d’une

caméra Axiocam (Zeiss) en utilisant un objectif x 100 a immersion a huile.

8. Analyse des effets des AGTLCs sur les protéines utilisées comme biomarqueurs de

la maladie d’Alzheimer
8.1 Dosage par ELISA de la protéine andgide Ap (1-42)

L’amyloide beta 1-42 (AB 1-42) est le composant majoritaire des plaques séniles
trouvéesau niveau des cerveaux de patients atteints par la maladie d’Alzheimer. La capacité
des AGTLCs a induire une production d’AB 1-42 a été évaluée sur des milieux de culture de
cellules SK-N-BE traitées par les AGTLCs pendant 48 h. Ce dosage a été réalisé en utilisant

une méthode immunoenzymatique ELISA (Invitrogen).

Pour doser I'AB1-42, une microplaque avec 12 barrettes de 8 puits a été utilisée. 5o pL de
milieu de culture ont été ajoutés dans chaque puits et incubés ensuite avec 5o plL
d’anticorps (Human AB1-42) pendant 3 h sous agitation a température ambiante. 3 lavages
ont été effectués et 100 pL de I'anticorps secondaire couplé a HRP ont été ajoutés dans
chaque puits. Apres 30 min d’incubation, une solution du substrat chromogéne a été ajoutée
et incubé pendant 30 min; les échantillons positifs vont développer une coloration bleue.
Ensuite, la réaction a été stoppée par addition de 100 pL de solution stop. La DO a été alors
mesurée a 450 nm et la quantité d’APi-42 a été déterminée a partir de la courbe

d’étalonnage DO en fonction de la concentration en AB1-42 (pg/mL)

9. Quantification de I’expression protéique par Western blot
9.1 Préparation des extraits cellulaires :

Les cellules ensemencées dans des boites de Pétri (100x20 mm) et traitées avec
différentes concentrationEAGTLCs, ont été collectées par trypsination. Afin de préparer les
extraits cellulaires, le contenu de chaque boite a été transvasé dans un tube Falcon de 15 mL.
Les tubes ont été centrifugés a 900 g pendant 5 min. Le culot a ensuite été lavé én PBS e
suspendu dans 100 pL de tampon de lyse (Tris HClI 10 mM, pH 7,2 ; Na@iM5WNonidet
NP40 0,5% ; Na deoxycholate 0,5%DS 0,1% ; EDTA 2 mMet NaF50 mM) en présence
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d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche Diagnostics Corporation) pendant 15 min
dans la glace. Une centrifugation a été a nouveau réal@600 g pendant 15 minta4°C.

Le surnageantqui constitue 1’extrait cellulaire, a €té récupéré puis conserve@’e€ jusqu’au

moment de son utilisation. Toutes ces étapes sont effectuées dans la glace. Le dosage des

protéines a été réalisé en utilisant le kit BCA (Interchim) selon la procédure décrite en 6.6.1

9.2 Electrophorese des protéines en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

Ce type d’électrophorése permet de séparer les protéines chargées négativement par le
SDS etsoumises a un champ ¢électrique. La séparation s’effectue en fonction de la masse
moléculaire. Le support électrophorétique utilisé est le gel de polyacdglaing’agit d’un
copolymeére d’acrylamide et bis-acrylamide. Il est possible de modifier la réticulation et donc
de calibrer le diametre des pores en modifiant le rapport acrylamide/bis-acrylamide. Ainsi, le
gel se comporte comme un tamis moléculdirélectrophorése est effectuée selon la méthode
décrite parLaemmli (1970. Les protéines sont préalablement dénaturées par la chaleur, en
présence df-mercaptoéthanol et de dodécyl sulfate de sodium (SDS). Le SDS charge toutes
les protéines négativement, dagration vers I’anode se fera uniquement en fonction de la

masse.

Le gel d’¢lectrophorese est constitué d’un gel de séparation qui permet, coOmme son
nom I’indique, de séparer les protéines sous un champ électrique en fonction de leur masse
moléculaire,et d’un gel de tassement ou de concentration qui permet la coordination des

fronts de migration des protéines.

Le gel de séparation est tout d’abord préparé (la concentration en
acrylamide/bisacrylamide dépend des masses de protéines a séparer). Par la suite, le gel de
concentration est coulé sur le premier gel et le peigne est positionné. Aprés polymérisation
des deux gels, des quantités égales de protéines de chaque extrait (50 pug) sont ajoutées dans 5
pul de tampon de charge (Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 ; SDS 10% ; glycérol 25% ; bleu de
Bromophénol 1% B-mercaptoéthanol 14,4 mM). Ce mélange est porté a 95°C pendant 3 min
puis déposé dans les puits du gel de concentration. Ensuite, la migration est faite dans le
tampon de migration (0,3% Tris ; 1,5% Glycine ; 0,1% SDS) a un ampérage de 20 mA (60 V)
pour le gel de concentration @& 40 mA (120 V) pour le gel de séparation. Aprés

électrophoreése, le gel servira au transfert des protéines.
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9.3 Transfert des protéines

Apres électrophorése, on dispose de gels de polyacrylamide qui sont généralement
fragiles et ne se prétent pas ou mal aux traitements par certains réactifs de révélation des
protéines, en particulier I'utilisation d’anticorps qui diffusent trés lentement dans le gel. La
technique de transfert des protéines sur membrane peltddter ces contraintes de
révélation et d’exploiter au maximum le pouvoir de résolution élevé des gels de

polyacrylamide.

Le «Western Blot ou "Immunoblotting” est une technique puissante qui permet
d’identifier une protéine spécifique ou un épitope dans un mélange complexe aprés leur
séparation par électrophoresg&obin et al .,1979. Pour cela, il faut disposer d’anticorps

monoclonaux ou polyclonaux capables de reconnaitre la protéine d’intérét.

Aprés électrophorése, le gel est délicatement déposé sur une membrane de
nitrocellulose ou sur une membrane de polyvinylidéne difluoride (PVDF) préalablement
imprégnée du tampon de transfert. L’ensemble est encadré de part et d’autre par deux feuilles
de papier Wattman 3 mm également imprégnées du tampon. Une |égere pression est exercée
pour maintenir le gel et la membrane bien en contact et cela par 1’utilisation d’une éponge et
de grilles articulées. L’ensemble est placé dans ’appareil de transfert. La cuve de transfert est

remplie avec 500 ml de tampon de transfert.

Le trangert s’effectue pendant 1 h a 50 V pour des protéines de 10 a 60 KDa et
pendant 2 h pour les protéines de 100 a 200 KDa sous agitation, avec refroidissement. Aprés
transfert les membranes sont immédiatement placées dans du TBST 0,1%. Pour vérifier que le
transfert est bien réalisé, la membrane est colorée par immersion dans une soldige de
Ponceau (rouge Ponceau S a 0,1% dans I’ecau) pendant 5 mn puis décolorée par rincage a
I’eau. Aussitdt apres, la membrane est plongée dans une solution de saturation constituée du
TPBS (PBS, 0,1% Tween20), additionnée de 5% de lactoprotéines (Régilait) pendant 1 h a
température ambiante ou une nuit a 4°C. Sur la membrane, les sites de liaisons qui ne sont pas
occupeés par les protéines transférées sont ainsi bloguBsgeat de saturation de maniére a
éviter toute adsorption parasite des réactifs de révélation. La membrane est ensuite lavée 3

fois pendant 5 min avec la solution de TBST 0,1%.

L’étape d’immunodétection commence par incubation de la membrane pendant 2 h a

température ambiante sous agitation avec 1’un des premiers anticorps (anti-OXPHOS mixture
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(MS601, Abcam/Mitosciences), anti-actine (Sigma), anti-G&@K- (Santa Cruz
Biotechnology), anti-AKT (Cell Signaling) et antio-Tubuline (Santa Cruz Biotechnag)

dilués selon les recommandations données par le fournisseur. La membrane est ensuite lavée
3 fois pendant 10 min, puis incubée 1 h a température ambiante sous agitatidmaverps
secondaire adéquat couplé a la peroxydase de raifort (HRP) (Santa Cruz Biotechnology) qui
reconnait le premier anticorps (dilué au 1/5000 dans la solution TPBS, lactoprotéines 5%).
Apres 3 nouveaux lavages, la membrane est révélébsaurit¢ par chimioluminescence en

utilisant le kit ECL (Amesham) puis quantifi€’aille du logiciel Image J.
10. Analyse par RT-gPCR
10.1 Extraction d’ARN

L’extraction des ARN totaux a étéréalisée a I’aide du Kit « RNeasy Mini Kit (250)
(Qiagen). Dans les boites de Pétri (100x20 mm) contenant les cellules traitées avec les
AGTLCs, 600uL de tampon de lyse RLT (RNA lysis Tissus) a 1%fdmercaptoéthanol
ont été ajoutés. Ce tampon contient des sels de guanidium qui sont hautement dénaturants et
qui, avec l’aide du B- mercaptoéthanol, permettent la lyse des cellules ainsi que
I’inactivation des RNases. Les lysats cellulaires ont été transférés dans des tubes Eppendorfs
ou un volume de @®uL d’éthanol a 70% a été ajouté. Apres agitation, les échantillons ont
été transférés sur colonne « RNeasy Mini Spin » (Qiagen) ou les ARN sont retenus par la
membrane de silice. Un lavage avec le tampon RW1 (RNA Wash Buffer 1) a ensuite été
effectué. La DNase | (« RNase-free DNase Set »Qiagenyuite été déposée dans chaque
colonne afin de gérer ’ADN génomique. Deux lavages, 1’'un avec le tampons RW1 et
I’autre avec le tampon RPE (RNA Buffer Ethanol) ont été effectués, puis les colonnes ont
été centrifugées deux fois de suite a 20 000 g pendant hfmir’éliminer toute trace
d’éthanol. Les ARN ont enfin été élués par centrifugation a 15 000 g pendant 1 min dans 50

uL d’eau sans RNase (Qiagen).

10.2 Dosage d’ARN

Le dosage des ARN totaux a été fait grace a un spectrophotometre par lecture de la
densité optique (DO) a 260 nm. Les concentrations ontaétélées sachant qu’une unité de
DO a 260 nm correspond a 40 pg/mlARN. De plus, le rapport DO260D0O280 nousa
permis de calculer la pureté des ARN. Idéalement, ce rapport doit étre compris entre 1,80 et

2,00 unités d’absorbance car en dessous de 1,80, une contamination protéique est a redouter,
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alors qu’au dessus de 2,00, c’est ’ADN génomique qui stue d’étre le contaminant. Les ARN
totaux ont été ensuite stockés &0°C.

10.3 RT-PCR : Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction

La Reverse Transcription (RT-PCR) a été efféeta 1’aide du Kit « i Script CDNA
Synthesis » (Biorad), dans un thermocycleur « Gene AMP PCR System 2400 » (Perkin
Elmer). Des ADN complémentaires ont été synthétisés a partir des ARN totaux de nos
échantillons par I’action d’une polymérase appelée Reverse Transcriptase qui utilise de
I’ARN comme matrice. Pour cela, les ARN totaux ont été dilués dans un volume total de 30
uL d’eau stérile afin d’avoir une quantité d’ARN équivalente pour chaque échantillon égale a
0,2 pug. Ensuite LL d’enzyme ‘Reverse Transgnase’ et 4 pL de tampon de RT ont été
ajoutés par tube. Les échantillons ont été ensuite incubés 5 min a température ambiante ce qui
permet 1’hybridation des amorces. L’étape d’¢longation du brin d’ADNc a été faite a 42°C
pendant 40 minguivie d’une étape de 5 min a 85°C permettant la dénaturation des brins
néosynthétisés. Enfin, les échantillons ont été mainteru®@ afin de stopper la réaction et

de conserver les ADNc. Ces derniers ont été ensuite stockés a -20°C.

10.4 gPCR : Quantitative Polymerase Chain Reaction

La PCR quantitative (QPCR) ou PCR en temps aie&téeffectuée a I’aide du kit «
IQ SYBR green Supermix » (Biorad), dans un thermocycleur i Cycler IQ (Biorad).

La qPCR est une réaction de PCR classique visant a amplifier spécifiquement un
ADN patrticulier, dans le but de quantifier par fluorescence la formation du produit de PCR.
Dans notre cas, elle nous a permiésmesurer de fagon indirecte I’impact des traitements
testés sur I’expression de nos genes cibles.

Le fluorophore utilisé a été le SYBR green, un agent intercalant des acides
nucléiques dables brins qui se fixe au niveau du petit sillon, et qui est capable d’émettre de
la fluorescence dans le vert lorsqu’il est excité par les UV. La fluorescence émise est
proportionnelle a la quantité de SYBReen fixé, donc a la quantit¢ d’ADN dans
I’échantillon. Le SYBR green est non spécifique et ne peut donc pas exclure les dimeres
d’amorces par exemple ou d’autres éventuels contaminants double brin.

La technique de qPCR a été faite en plaque 96 puits dans laquelle 20 pL de mix de
gPCR et 5uL d’ADNc dilué ont été introduits, la dilution pouvant aller de 1°TEx
1 /100™selon la quantité d’ADNc disponible. Le mix de qPCR a été préparé a partir de «
IQ SYBR green Supermix » (Biorad), qui contient le SYBien, les dNTPs, 1’enzyme
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« Hot Start », eti’autres ¢léments nécessaires a la réaction comme le MgGluxquels ora
ajouté des amorces sens et aatis spécifique du géne d’intérét a 400 nM final chacun, et
de I’cau stérile.

La plaque 96 puits a été alors centrifugée 1 min a 1000 rpm puiscinaés 1’i
Cycler. Le programme utilisé comprend trois étapes : une premiéere phase 30 s a 25°C, une
seconde Imse d’activation de 1’enzyme 2 min a 95°C, et une troisiéme phase elle-méme
découpée en 3 étapes : la dénaturation des acides nucléique®98TCs I'aybridation avec
les amorces 30 s a 60°C et 1’¢longation 30 s a 72°C. Cette derniére phase est répétée sur 40
cycles. La fluorescence est mesurée a chaque fin de phase d’élongation, nous obtenons donc
une courbe de fluorescence comprenant trois phdsehase d’initiation durant laquelle la
guantité de produit de PCR est trop faible pour étre mesurée ce qui correspond au bruit de
fond , la phase exponentielle durant laquelle en théorie le nombre de produit de PCR, est
doublé a chaque cycle, et la phase de plateau ou la fluorescence obtenue a atteint son
maximum. A la fin des 40 cycles de PCR, une étape, supplémentaire est effectuée afin de
vérifier la spécificité du produit amplifié et la présence d’éventuels contaminants. Elle
permet d’établir une courbe de fusion.

Chaque produit de PCR est caractérisé par sa température de fusion ou Melting
Température (TM) qui est différente pour chaque produit et qui dépend de la séquence du
produit et de sa taille. Ce parametre correspond a la température a laquelle ladumoitié
produit est hybridé, sous forme double- brin.

Pour établir la courbe de fusion, 1’appareil effectue une montée en température de 0,5
°C toutes les 5 s (de 70 a 95°C) et mesure la fluorescence en fonction de la température. A
une température faible, toutes les molécules sont sous forme double-brin, mais il y a de
nombreuses hybridations non spécifiques : la fluorescence est maximale. Plus la température
augmente, plus 1’hybridation est spécifique et donc le nombre de molécules sous forme
double-brin diminue. Lorsque la température est trop élevée, toutes les molécules sont
dénaturées et il n’ya plus de double brin : la fluorescence est donc minimum.

Pour déterminer le TM d’un produit, il suffit de regarder a quelle température nous
obtenons la moitié de la fluorescence maximal, c'est-a-dire la moitié des molécules sous
forme de double-brin. Sur la courbe dérivée dF/dT en fonction de la température, le TM
correspond a la température a laquelle on obtient un pic, la ou la variation de fluorescence

est la plus importante.
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Il suffit ensuite de vérifier que la température de fusion obtenue pour chaque puits
concernant un méme geéne soit unique et identique. Les diméres d’amorces forment des pics

a des températures plus basses que les amplicons dont les tailles varient entre 75 et 120 pb.

10.5 Analyse des résultats de gPCR

Les courbes de fluorescence obtenues on été analysées avec le logicieler liCyc
(Biorad) ce qui nous permet de déterminer les cycles seuil (Thershold Cycle, Ct), cycle auquel
la fluorescence commence a étre suffisante pour étre quantifiée. Le Ct correspond au nombre
de cycles de qPCR nécessaires pour atteindre une certaine valeur de fluorescence, appelée
seuil, fixée pour tous les échantillons. Le géne L27 a été utilisé comme géne de noomalisati

il a été sélectionné comme étant le plus stable face aux traitements.

Pour chaque échantillon, nous obtenons un CACequi correspond a la différence
entre le Ct du traité et le Ct du témoin a été calculé : plus la difieshimportante, plus le

traitement a un impact sur la transcription.

Les résultats d’expression relative de notre géne par rapport au géne de normalisation

sont ensuite représentés sous forme de graphisme grace au logiciel.

11. Evaluation et quantification des acides gras et des plasmalogenes par CPG/MS.
11.1 Extraction des lipides totaux

Apres traitement, les cellules ont été trypsinées et centrifugées. Apres comptage avec
la cellule de malassez, les culots cellulaires ont été placés dans un tube en verre. 10 pL de
diheptadecanoylphosphatidylcholine a 1 mg / mL dans le chloroforme, ont été ajoutés. Ce
composeé va servir de standard interne. Ensuite, on a ajouté 4 mL de chloroforme/méthanol (
2/1, vlv) contenant 50 mg/L de BHT et 1 mL de NaCl 150mM. Les tubes ont été agités
pendant 30 min puis centrifugés 5 min a 2000 g. la phase organique inférieure a été récupérée

et évaporée a sec sous azote. L’extrait sec a été ensuite repris avec 500 uL de chloroforme.

11.2 Purification des phospholipides

500 mg de silice (LONH,) ont été versés dans des petites colonnes en verre, puis la
silice a été lavée 2 fois avec 2 mL d’hexane. 300 puL de I’extrait lipidique a été déposé sur la
colonne, puis 3 fractions différentes ont été éluées : le tube A correspondant aux lipides

neutres a été éluée avec 4 mL de chloroforme/isopropanol (2/1) , le tube B correspondant aux
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acides gras libres a été ¢lué avec 4 mL d’éther éthylique contenant 2 % d’acide acétique et le

tube C correspondant aux phospholipides a été élué avec 4 mL de méthanol.

11.3 Dérivation des acides gras des phospholipides pour I’analyse en CPG /SM

La premiere étape est une étape de saponification permettant la libération des acides
gras ses phospholipides. Pour cela, le tube C a été évaporé a sec. L’extrait sec a €té repris dans
1 mL d’éthanol. 60 uL de potasse 10 M ont été ajoutés et le tube a été incubé 45 min a 56°C,
puis refroidi. Pour extraire les acides gras libérés, 1 mL d’HCI 1,2 M a été ajouté dans le tube
et les acides gras ont été extraits avec 2 mL d’hexane. Apres agitation, environ 10 min les
tubes ont été centrifugés et la phase organigue (phase supérieure) a été évaporée a sec sous
azote. Pour I’analyse, les acides gras doivent étre dérivés sous forme de pentafluorobenzyl
esters. Pour cela, Dl’extrait sec a ¢été repris par 100 pL d’acétonitrile, 5 pL de
pentafluorobenzyle bromide, 5 pL de diiosopropylethylamine et les tubes ont été incubés 30
min a température ambiante. Apres ajout de 1 mL d’eau, les pentafluorobenzyle esters (PFB)
ont été extraits ave@ mL d’hexane. Aprés agitation et centrifugation des tubes, une
évaporation de la phase organique a sec sous azote a été réalisée, I’extrait obtenu a été repris

dans 100 pL d’hexane.

11.4 Analyse par CPG/ SM

Le chromatographe en phase gazeuse Hewedeltald ¢tait muni d’un injecteur
automatique Hewlett Packard HP7683 et couplé a un détecteur de masse Hewelett Packard
HP5973. L’injection a été faite en mode Pulsed Split. La colonne capillaire e, silice fondue
HP-5MS de 30 m x 0,25 mm et 0,25 um d’épaisseur de film. Le gaz est I’hélium et son débit
initial a été de 1.1 mL /min. La détection a été faite par ionisation chimique négative. L
température du four a été programmée comme suit : température initiale de 140°C puis une
rampe de 5°C /min jusqu’a 300°C. Cette température a été maintenue 5 min. le gaz réactif a
¢était le méthane. La température de I’interface était de 300°C, celle du quadripdle de 106°C et
celle de la source de 150°C. L’acquisition a été faite en mode SIM en balayant les ions [M-

PFB]

Il Etude clinique
1 Population d’étude

Il s'agit d'une étude cas-témoins meneée au service de Neurologie de I'HOpital Fattouma

Bourguiba (Monastir, Tunisie) recrutant tous les patients ayant consulté pour une plainte
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mneésique durant la période allant de janvier 28ajuillet 2011. Tous les malades ont été
convoqués et un bilan neuropsychologique détaillé évaluant la mémoire du travail, la
mémoire épisodique, les fonctions exeécutives, la fluence verbale, les fonctions gnosiques et
praxiques et I’humeur a été appliqué a tous les patients. De méme, les patients ont subi une
imagerie cérébrale (tomodensitométrie (TDM) ou imagerie par résonnance magnétique
nucléaire (IRM)) et un bilan biologique.

Les crittres DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of mental disordérs, 4

édition) étaient sollicités pour tenir le diagnostic du syndrome démentiel.

* Pour la MA, les critere NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer Disease and Related Disorders Association) ont
éte utilisés. Pour la variante comportementale de la démence fronto-temporale (DFT), les criteres
rapportés pavercelleto et al (2006 ont été utilisés.

* Pour la démence a corps de Lewy (DCL), les critéres rapportddqgbagith et al. (2008)
ont été utilisés.

* Pour les démences vasculaires (DV) les criteres NINDS-AIREN (National Institute of
Neurological Disorders and Stroke- Association Internationale pour la recherche et

I’Enseignement en Neurosciences) rapportés par Roman et al. (1993 ont été utilisés.

En outre, les patients ont bénéficié d’un questionnaire détaillé prenant en compte les

éléments suivants

e [D’age, le sexe, le niveau d’instruction, la profession et les habitudes de vie en
particulier le tabagisme et I’alcoolisme,

e Les antécédents personnels (diabéte, hypertension artérielle (HTA), dyslipidémie,
cardiopathie, insuffisance rénale, traumatisme cranien...),

e Une éventuelle consanguinité parentale ou cas similaires dans la famille,

e L’age de début de la maladie et de la 1° consultation.

Les données ont été recueillies sur une fiche de renseignement pré-établie avec le

consentement du patient/dir Annexe).
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1.1 Recrutement

Les patients ont été choisis selon les critéres suivants.

1.1.1 Malades

Critéres d’inclusion

- Age supérieur a 50 ans.
- Les patients ayant un diagnostic de démence validé selon les critéeres DSM V.

Critéres d’exclusion

- Refus de la personne ou du tuteur,

- Troubles auditifs ou visuels notables limitant la fiabilité des tests neuropsychologiques,

- Pour les dosages biochimiques un refus de la personne ou du tuteur ou une insuffisance
rénale et hépatique chronique,

- Un syndrome dépressif sans atteinte cognitive (selon 1’échelle de dépression gériatrique

« GDS: geriatric depression scak

1.1.2 Contrble

Critéres d’inclusion

- Age supérieur a 50 ans,
- Score minimal mental state (MMS : minimal mental score) supérieur a 26.

Critéres d’exclusion

- Refus de la personne,
- Présence d’affections neurologiques centrales,

- Présence d’antécédents familiaux de démence.

2 Prélevements et préparation des échantillons

Pour chaque sujet, nous avons effectué un prélevement sanguin. Les échantillons de
sang veineux ont été recueillis sur différents tubes : 1 tube EDTA, 1 tube Héparine et 1 tube
sec. Apres centrifugation des échantillons de sang a 1 400 g pendant 10 min a +4°C, les
surnageants plasmatiques et sériques ont été récupérés et aliquotés. Le culot cellulaire a été
lavé 3 fois en NaCl 0,9 % puis tous les aliquots ont été conservés a -80°C. Au moment de
I’analyse des activités enzymatiques, des marqueurs de stress oxydatif et du profil d’acide

gras, une lyse des érythrocytes a éteé faite : Pour cela 200 pL du culot cellulaiée rorg en
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présence d’eau déionisée a +4°C pendant 5 min. Un dosage des protéines totales des
hémolysats obtenus a été réalisé avec la méthode de Bradford.
3 Diagnostic Biologique

Un bilan biologique de routine a été réalisé chez tous les patients et les controles. I
comprenait un bilan glycémique, rénal, lipidique et hépatique. Tous les dosages biologiques
utilisés dans ce travail ont été réalisés au laboratoire de Biochittigital Universitaire

Farhat Hached de Sousse (Tunisie).

3.1 Bilan glycémique

Le dosage de glucose se fait par une méthode enzymatique colorimétrique selon la

réaction suivante :

Glucose + H20 + O2  glucose oxydase Acide gluconique + 4@,

H.O + phénol + 4-aminoantipyrine  peroxydase ~ Quinone imine + 440

L’absorbance de la quinone imine colorée en rose est mesurée a 510 nm, le dosage a

été réaliséur ’automate Synchron CX9 (Beckman). Les valeurs usuelles sont de 3,9 a 6,1
mmol/L.

3.2 Bilan rénal

Le bilan rénal comprenait trois parametres de routlheée, la créatinine et 1’acide
urique.

3.2.1Dosage de l’urée
L’urée a été dosée par deuxactions couplées &action de 1’uréase/glutamate

déshydrogénase(GLDH) selon le schéma suivant :

Urée + HO Uréase ~ 2Ngi+ CO

>

2u-oxoglutarate + NH;" + 2 NADH,H  GLDH 2L Glutamate + 2NAD + 2H,0

L’absorbance est mesurée a 340 nm et le dosage a été réalisé sur I’automate Synchron

CX9 (Beckman). Les valeurs usuelles sont comprises entre 2,5 et 7,5 mmol/L.
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3.2.2 Dosage de la créatinine

La créatinine est formée dans I’organisme humain par déshydratation non
enzymatique de la créatine, synthétisée par le foie et stockée dans les muscles squelettique ; la
créatininémie constitue le mode d’évaluation de la fonction rénale dans la mesure ou la

créatininémie est corrélée au débit de la filtration glomérulaire.

Le dosage de la créatinine plasmatique a été réalisé par une méthode colorimétrique,
utilisant la réaction de Jaffé en mode cinétique sur I’automate Synchron CX9 (Beckman). La
créatinine réagit avec I’acide picrique en milieu alcalin pour donner un complexe orangé

rouge qui absorbe a 530 nm. Les valeurs usuelles sont 71-130 pumol/L.

3.2.3 Dosage de ’acide urique

L’acide urique est le principal produit de catabolisme des nucléosides puriques
(adénosine, guanosine). L’acide urique est hydrolysé par ['uricase, avec production
d’allantoine, de CO; et de peroxyde d’hydrogéne ; ce dernier subit ’action de la peroxydase,
pour oxyder I’acide 3,5-dichloro-2-hydroxybenzenesulphonique (3,5 DCHBS). Le dosage

s’effectue selon la réaction suivante :

Acide urique + @+ H,O uricase > Allantoine + C&O+ H,O,
2H,0,+ acide 3,5 DCHBS + 4-aminophénazoperoxydase Quinoné imine rose + 4,8
— >

L’absorbance est mesurée a 520 nm et les valeurs usuelles sont comprises entre 179

416 pmol/L Le dosage a été réalisé sur I’automate Synchron CX9 (Beckman).
3.3 Bilan lipidique

3.3.1 Dosage du Cholestérol total (CT)

Le dosage du cholestérol s’effectue par la méthode enzymatique colorimétrique. Le
cholestérol est le principal stérol circulant dans le plasma. Il peut étre sous forme libre ou
estérifiée et dans les deux cas il est incorporé dans les lipoprotéines comme les autres lipides
plasmatiques. Son dosage faittge du bilan de I’exploration du métabolisme lipidique et se

fait selon la cascade des réactions suivantes :

Le cholestérol estérifie est hydrolysé par le cholestérol estérase (CH estérase) en

cholestérol libre

CH estérifie  CH estérase . CH + acide gras
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Le cholestérol libre est alors soumis a 1’action du cholestérol oxydase (CH oxydase).

CH+9© CH oxydase . 4-cholestérol 3-one +8,

»

Le péroxyde d’hydrogene formé est dosé€ par la réaction de Trinder :

2H,0, + amino-4-antipyrine + phénol peroxydase _ quinone imine + 44D

Le dosage a été réalisé¢ sur ’automate Synchron CX9 (Beckman). L’absorbance est

mesurée a 500 nm et les valeurs usuelles sonrt@,Dmmol/L.

3.3.2 Dosage des triglycérides (TG)

Les triglycérides proviennent de I’estérification du glycérol par 3 molécules d’acide

gras. Les dosages colorimétriques enzymatiques sont les plus utilisées.

TG Lipase Acide gras libres + glycérol

n
»

Glycerol + ATP  glycérol kinase glycérol-3-phosphate (G3P) + ADP

@GP +Q  Glycérol-3-phosphate oxydasedihydroxyacétone + $O,

Amino-4-antipyrine + phénol + 40, _Péroxydase Quinone imine rose +:8

Le dosage a été réalisé sur ’automate Synchron CX9 (Beckman). L’absorbance est

mesurée a 505 nm et les valeurs usuelles sont comprises );6&mol/L.

3.3.3 Dosage du BL-cholestérol

Le HDL est la lipoprotéine plasmatique protectrice des coronaropathies. Le dosage se
réalise selon la méthode des polyanions synthétiques (Daiichi). Le principe de la méthode
consiste en I’adsorption sélective des polyanions synthétiques a la surface des chylomicrons,

VLDL et LDL pour former des complexes résistants aux détergents.

CH estérifie ~ CH estérase CH + Acide gras

[
o

CH +0 CH oxydase . CH + KO,

»

28, Catalase 2HO + O

[
»

La mesure spécifigue de HDL selon les réactions suivantes :

CH estérifié  CH estérase . CH + Acide gras
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CH+0O CH oxydase CH + H,0O,

n
»

2H0O, +4-AA + HDAOS __peroxydase  Quinine imine + 4b0

HDAOS : N (2hydroxy-3-sulfopropyl)-3,5dimethoxyaniline

L’absorbance est mesurée a 660nm et les valeurs usuelles sont comprises entre 0,68-

1,7mmol/l. Le dosage a été réalis¢ sur I’automate Synchron CX9 (Beckman).

3.3.4 Dosage des LDL-cholestérol

Les LDL sont calculés par la formule de Fridwald suivante :
LDL-C = CT — (TG/2,2 + HDL)

Cette formule est vabde pour des TG < 4 mol/L. Les valeurs usuelles sont comprises
0,5- 4,4 mmol/L.

3.3.5Dosage de I’Apolipoprotéine A, (APOA;)

L’ApoAl est la principale composante protéique des HDL. La fraction d’ApoAl par
apport a la protéine HDL totale représente environ 65%. Les sujets ayant des pathologies
vasculaires athéromateusas souvent des concentrations d’ApoAl diminuées. L’intérét du

dosage de I’ApoAl est I’évaluation du risque d’athérosclérose.

Le dosage se fait par une réaction immunochimique, les protéines contenues dans le
sérum humain forment avec les anticorps spécifiques des complexes immuns sur lesquels est
envoyée une lumicre. L’intensité de la lumiére dispersée est fonction de la concentration dans
I’échantillon de la protéine et le dosage se fait par apport & un standard de concentration
connue. Le dosage a été réalisé par immuno-néphéléimBtriée du systéme Dade-Behring.

Les valeurs usuelles sont comprises entre 1,1 et 2,15 g/L.

3.3.6 Dosage de I’Apolipoprotéine B (Apo B)

L’Apo B est la principale composante protéique des LDL, représentant environ 95%
de la protéine totale. L’Apo B est indispensable & la liaison avec les récepteurs LDL dans le
foie et sur les parois cellulaires et participe ainsi au transport du cholestérol depuis le foie
jusqu’aux cellules vasculaires. Des concentrations d’Apo B augmentées sont souvent
observées dans les pathologies vasculaires athéromateuses et constituent un indicateur de

risque de I’athérosclérose.
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Le principe du dosage est le méme que celui de I’ApoAl. Les valeurs usuelles sont

comprises entre 0,55 et 1,4 g/L
4 Dosages de I’activité des enzymes antioxydantes plasmatique et érythrocytaire

4.1 Dosage de I’activité de la glutathion peroxydase (GPx)

L’activité de la glutathion peroxydasest mesurée selon la méthode FElehe &
Gunzler, (1984) Elle a été calculée par la diminution du taux de glutathion réduit (GSH) par
rapport a la réaction non enzymatique et en utilisa@bldomme substrat. Cette activité a été

exprimée en pmol de GSH/min/mg de protéine.

Pour préparer les extraits enzymatiques, une dilution des hémolysats avec du tampon
phosphate (50 mM pH 7,8) a été faite. Le dosage de I’activité enzymatique est par la suite

réalisé comme décrit dansTableau 2

Tableau 2: Dosage de 1‘activité enzymatique de la GPx

Echantillon Blanc
Extrait enzymatique 200 pL -
GSH 0.1 mM 400 pL 400 pL
TPO4(pH 7,8) 200 pL 400 pL
Incubation au bain marie a 25°C pendant 5 min
H,0, 200 pL 200 pL
Laisser agir 10 min au repo:
TCA 1% 1mL 1mL

Mettre le mélange dans la glace 30 min

Centrifugation 1 000 g pendant10 min

Surnageant 480 pL 480 pL
Na;HPO,412H,0 2.2mL 2.2 mL
DTNB 320 pL 320 pL

Formation d’un composé coloré —lecture de DO a 412 nm dans les

5 min suivant la réaction
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» Activité du GSH consommée /min/mg de protéine :

0.04 (DOE- DOB). 5.1000
DoB.10.X

Avec

X : la quantité de protéine totale I’extrait enzymatique.
DOg - Densité optique du Blanc

DOkg . Densité optiqude 1’échantillon

4.2 Dosage de la Superoxyde fnutase I’activité érythrocytaire

L’activité de la Superoxyde Dismutagd&OD) a été mesurée selon la méthode de
Beauchamp and Fridovich.En fait, laphotoréduction du nitrobleu de tétrazolium (NBT)
par I’anion superoxyde Oest utilisée comme base de déte de I’activité. En aérobie
le mélange Riboflavine, méthionine et NBT donne une coloration bleuatre. En présence de
la SOD,I’oxydation du NBT est inhibée d’ou I’atténuation de la coloration bleue.

Les hémolysat de globules rouges ont été mis en présence du mélange réactionnel
qui contenait du tampon phosphate (50 mM pH 7,8), EDTA 0,1 mM, de la L-méthionine
(13 mM), de la riboflavine 2 M et du NBT 75 mM. Le mélange a été exposé a un
faisceau de lumiere blanche pendant 20 min. La couleur bleue développée dans la réaction
a été mesurée a 560 nm. L’unité d'activité a été exprimée comme la quantité d'enzyme
nécessaire pour inhiber de 50 % la réduction du NBT.

La mesure de ’activité spécifique de la SOD :
Ky
o (unités SOD/mg de protéipe

(DOB-DOE) .100.20
DOB. X

Avec

X :'la concentration des protéines totales.
DOg - Densité optique du Blanc

DOkg. Densité optiqude 1’échantillon
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4.3 Mesure de I’activité catalase

L’activité de la catalase a été mesurée selon la méthodélaldone, (1985 par la
mesure de la diminution de I’absorbance d’une solution de H,O, 0,5 M, aprés addition de
I’extrait. L’absorbance a été mesurée a 240 nm durant 1 min 30 s a 25@€tte diminution

est d¢ a ’hydrolyse du peroxyde par la catalase selon la réaction suivante :

b —— 2HO0+0;

L’activité enzymatique a été calculée en utilisant un coefficient d’extinction molaire
(¢) de 0,043 nM cm’ et les résultatent été exprimés en umol de® décomposé par
minute et par milligramme de protéine.

Pour des hémolysats déja préparés, 1’activité de la catalase a été déterminée comme
suit: a 20 uL de I’hémolysat, on ajoute 780 uL de tampon phosphate (100 mM pH 7,4)
(NaH,PO, 2H,0, NaHPQ 12 H,O 0,2 M) et 200 pL de ¥, (500 mM). Une lecture de la
DO a 240 nm a été effectuée toute les 15 s durant 1 min 30 s. La cinétique de la courbe de la
DO en fonction du temps est ensuite tracée et sert poucig éal’activité catalase.

Activité catalase(mol de HOymin/mgde protéineps

_ ADO .dilution del'échantillon au début
B s .L.X.0,02

Avec ;

ADO : La différence de la DO entre deux temps pour lesquels la chute de la DO est
exponentielle

£=0,043 mMY/L .cm'=0,043 pM /mL.crit
L= longueur de la cuve =1 cm
X=concentration en protéine par mg /mL.

5 Dosages des marqueurs de la peroxydation lipidique plasmatique et érythrocytaire
5.1 Dosage du taux de malondialdéhyde (MDA)

Le malondialdéhyde est un produit de peroxydation lipidique qui se forme lors de
I'attaque des lipides polyinsaturés par des espéces réactives de I'oxygene généntempar ce

contaminants. Le MDA est un agent alkylant capable de réagir avec les macromolécules
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biologiques Pellerin-Massicotte, 1994. Le dosage repose sur la formation en milieu acide et
chaud (95°C) entre le MDA et I’acide thiobarbiturique (TBA) d’un pigment rose absorbant a
532 nm, extractible par les solvants organiques comme le butanol.

Dans ce présent travail, le taux du MDA a été évalué selon la méthode de Yoshioka et
al. (Yoshioka et al, 1979. La précipitation des protéines a été réalisée par I'addition de 1,25
mL de solution d'acide trichloracétique (20 %) a 0,25 mL de plasma. Par la suite, 0,5 mL
d’une solution d'acide thiobarbiturique (0,6%) a été ajoutéApres incubation dans un bain
marie (95°Q pendant 30 min, le mélange a été refroidi rapidement. Aprés l'addition de 4 mL
de n-butanol, le mélange a été vortexéentrifugé a 900 g pendant ffin. Les valeurs €
DO ont été lues a 532 net les concentrations exprimées mmol/L ont été calculée en

utilisant la loi de Beer Lambert ;
DO=&*C*L C=DO/E*C*L
L= longueur de la cuve =dm

£=1.56.10

5.2 Dosages des diénes conjugués

Les diénes sont des hydrocarbures qui contiennent deux doubles liaisons séparées par
une seule liaison simple. Ces diénes sont formés suite a la peroxydation des acides gras

polyinsaturés et sont caractérisés par une absorption maximale en UV.

Le dosage des dienes conjugués a été réalisé selon la méthode déEssterbauer
et d. (1989).Un mélange chloroforme/ méthanol (2v/1v) et NaCl 0,9% a été ajouté a 100 pL
de plasma ou de culot érythrocytaire. Apres 2 min d’agitation au vortex, une centrifugation a
eu lieu a 1 000 g pendant 10 min. La phase chloroformique inférieure a alors été récupérée
dans un tube a hémolyse en verre et vaporisée sous flux d’azote. 1 mL Hexane a été ajouté a
I’extrait sec et les DO ont été lues a 243 nm. Les concentrations exprimées pumol/L ont été

calculées en utilisant la formule suivante :
0 .103
DC (umol/mI;EET

6 Dosage des protéines carbonylées plasmatique et érythrocytaire

De facon comparable a l'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles
d'étre oxydées par les ERO. Cette oxydation provoque lintroduction d'un groupe carbonyl

dans la protéine.
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Le dosage des protéines carbonylées a été réalisé selon la méthode d’Oliver et al
(1987)en laissant agir le DNPH 10 mM, dissous dans du HCI 2,5 N, avec 200 pL de plasma
ou d’hémolysat érythrocytaire pendant une heure a température ambiante et a 1’abri de la
lumicre. Une agitation a été effectuée toute les 15 min durant le temps de 1’incubation. 1 mL
de I’acide tricholoacétique (TCA) 20% a été ajouté, suivi d’une incubation du mélange dans
la glace pendant 10 min. Une centrifugation 1 800 g, 5 min a eu lieu et le surnagent a été
¢liminé, deux lavages du culot protéique ont été effectués avec le TCA (10 %) et de I’éthanol-
éthylacétate (1v/1v) suivi de centrifugations afin d’éliminer le DNPH. Le précipité final a été
enfin dissout par ajout de 500 pL de guanidine hydrochloride (6 M) et incubation & 37°C
pendant 10 min. La DO a ensuite été lue a 370 nm et la concentration de protéines

carbonylées au niveau des échantillons a été calculée.

7 Détermination du profil d’acides gras plasmatique et érythrocytaire par CPG

L’extraction des lipides pour les analyses qualitatives des acides gras a été conduite
selon la méthode dEeolch et al. (1957) Les lipides ont été extraits a partir de plasma ou
d’érythrocytes en mélangeant 200 puL de I’échantillon avec 2 mL de méthanol, 1 mL de
chloroforme, 50 pL de standard interne (CA7 1 mg/mL), 40 pL Butylhydroxytoluéne
(BHT) 5 mM. Aprés agitation au vortex, 1 mL d’eau désionisé et 1 mL de chloroforme ont été
ajoutés et une centrifugation 1000 g, 10 min a été réalisée. La phase inférieure
chloroformique est alors récupérée dans un tube a hémolyse en verre et vaporisée sous flux
d’azote. Ensuite, une méthylation des acides gras a eu lieu en utilisant 1 mL de méthanol-
trifluorure de bore (BF3, 14 % méthanol) a 50°C pendant 30 min. Les extraits lipidiques ont
été refroidis a température ambigritenL d’hexane et de I’eau désionisée ont été ajoutés a
I’extrait. Suite a une agitation du mélange une centrifugation 1 000 g, 10 min a eu lieu et la
phase supérieure héxanique a été récupérée et séchée sous flux d’azote.

L’analyse des acides gras a été effectuée par CPG en injectaptl. de ’extrait. Les
esters méthyliques ont été séparés, identifiés et dosés pai CREs d’un chromatographe
(Hewlett Packardmuni d’un détecteur a ionisation de flamme et d’une colonne capillaire
polaireensilice de type HP Innowax (Crabowax 20 M) (30 m x 0.25 mm diamétre intérieur)
etde 0,25 uM épaisseur du film).

Les analyses ont été pratiquées dans les conditions suivantes: programme du four: la
température initiale du four180°C, 10°C/min jusqu’a 250°C pendant 10 min, le détecteur
porté a 280°C, I’injecteur porté a 220°C. Les surfaces des pics ainsi que le pourcentage de

chague acide gras ont été déterminés grace a un logiciel HP-chemstation permettant de piloter
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le chromatographe et d’agir sur les paramétres physiques des analyses. L’identification des
différents acides gras a été réalisée par comparaison avec des chromatogrammes des standards

injectés séparément dans la colonne.

8 Dosage du plasmalogene et de ’acide phytanique plasmatique et érythrocytaire par

CPG/SM.

Le dosage simultanée du plasmalogene C16:0 et de I’acide phytanique a été réalisé
selon la méthode décrite pamkemoto et al. (2003). Dans un tubeen verre, 100 pL de
plasma oud’érythrocytes et 100 uL. de C17:0, utilis¢é comme un standard interne, ont été
mélangés avec 2 mL d'acide hydrochlorique 5% méthanolique. Aprés agitation, le mélange a
été incubé 2 h a 100°C. Apres le refroidissement a température ambiante, les dérivées
méthylés ont été extraits deux fois avec 2 mL de n-hexane, ensuite séché sous urofieix d'a
et dissous finalement 60 pL n-hexane. 1 puL de I'extrait obtenu a été injecté dans le systéeme de
CPG/SM (Hewlett Packard 5890 Series Il Gaz Chromatograph / Hewlett Packard 5972 MS)
équipé du prgramme informatique HP Chemstation et d’une colonne HP-INNOWAX
(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) de diametre interne 250 um, de longueur 30 m et
d’épaisseur du film 0,25 um. Les analyses ont été pratiqguées dans les conditions suivantes: -
gaz vecteur :Hélium - débit colonne : 1,1 rfmin, - mode d’injection : Split et rapport de
Split :1/10. Le programme du four était comme suit ; la température initiale du four : 100°C,
15°C/min jusqu’a 240°C pendant 10 minla température de I’injecteur 240°C et de
I’analyseur 280°C ; P 8,9Psi; EMV 1376¥YM 70eV. L’acquisition a été faite en mode
SIM. La quantification a été faite a partir du rapport entre les surfaces des pics correspondant
aux ions choisis pa les composés a doser et a celles des ions choisies pour 1’étalon interne.
Ce rapport a été comparé a des courbes d’étalonnage réalisées dans les mémes conditions

d’analyse a partir de produits standards.
9 Dosage de cytokines par analyse multiplex par cytométrie en flux

La production des cytokines pro-inflammatoires (8&INFE-1p, IL-6), régulatrices (IL-
12) ou anti-inflammatoires (IL-10), ou de certaines chimiokines (IL-8), sécrétées a éte eévaluée
dans le plasma de sujets sains et atteints de démences en utilisant le kity@B#etric bead
array) (The multiplexed CBA human inflammation kit (BD-Biosciences)) ou un kit Diaclone.
Le kit CBA est constitué de billes (diamétre: 7,5 @niEx: 488 nm AEm: 600) Figure 22).
(Prunet et al,, 2006).
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Les kits Diaclone utilisés pour doser IBlet TNFea sont des kits simplex. Les
méthodes de révélation different du CBA en faisant intervenir un anticorps de révélation

biotinylé et de la streptavidine phycoérythri{i®eunet et al., 2006).

Cytometric Bead Array (CBA)

Cytokines Anticorps de _
sériques capture Anticorps de
spécifiques a révélation couplé
IL-12p70 * chaque cytokine (PE)
TNF-a # ;
o ¢
IL-10 4 e % ® \3. i o *g
:‘ + S0 +0 T, =
¢ o ™ = \‘ >3 aX
IL -6 A ® é ® if
7 ® ff
4 X e e
IL-1p S AT,
-f'# o
B 2
IL-8 SO
= 3

30
L

Billes
fluorescentes
recouvertes

d’anticorps e Analyse de I’intensité

de fluorescence de la
PE par cytométrie en
flux

CY UV T E—

Figure 22: Principe de dosage de cytokines par analyse multiplexe CBA.
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10 Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Le dosage des protéines totales a été réalisé selon la méthode de BBdidiald,
1976).C’est un dosage colorimétrique basé sur la propriété du bleu de Coomassie de se lier
spécifiquement aux protéines, la longueur d’onde d’absorbance maximale passant de 465 a
595nm lorsqu’il est li¢ a une protéine. C’est une méthode rapide, car la fixation est compléte
apres 5 min etdbsorbance du complexe colorant-protéine est relativement stable. L’intensité

de la coloration est fonction de la concentration protéique.

A 1 pL d’échantillons protéiques ont été ajoutés 19 pL d’eau distillée et 980 pL de
réactif de Bradford. La lectukEabsorbance a 595 nm a été effectuée apres une incubation du
mélange pendant fin a température ambiante et a ’abri de la lumiére. Une courbe

d’étalonnage a été réalisée a partir d’une solution de BSA.

[l Modéle animal
1 Isolement des cerveaux et inclusion en paraffine

Les cerveaux de 3 souris femelles sauvages (wild type: @Tde 3 souris
transgéniqueportant la mutation (APP PS1 AE9) et agées de 11-12 mois ont été remis par le
Dr Marie-Stéphane Aigrot (Institut du Cerveau et de la Moelle Epiniere, Hopital Pitié-
Salpétriere, Paris, France). Ces souris transgéniques produisent 5 a 6 fois plus de protéine
APP mutée que de protéine endogéne et ont des tafx gh&t d'AB 142 trés important. Les
cerveaux de ces souris ont été fixés par perfusion en PFA 2% et conservés en PFA 3,7%
pendant environ 1 semaine. lls ont ensuite été inclus en paraffine au Centre de Microscopie de
I’IFR Santé STIC IFR100 INSERM (Dijon, France).

2 Immunomarguages sur coupes de cerveaux déparaffinées.

Afin d’étudier D’expression de biomarqueurs conventionnels de la maladie
d’Alzheimer (AP et protéine Tau), des marqueurs de différents organites (peroxysome,
mitochondrie, lysosome) et du cytosquelette (neurofilament, tubuline), des immunomsarquage
ont été effectués sur des cerveaux de souris sauvages WT et transgéxiuBS1 AE9).

Pour cela, les blocs obtenus ont été coupés au micratimdE obtenir des sections d’environ

5 um et de 12 pm. Les coupes de tissus ont ensuite été déposées sur des lames et fixées avec
de I’albumine diluée au 1/100 dans de I’eau. Les lames ont été égouttées, séchées sur une
platine a 58°C puis a I’étuve (2 h a 50°C). Afin d’assurer une bonne réactivité des anticorps,

les lames ont été déparaiesen les incubant successivement dans une solution de xyléne
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(deux fois, 5 min), puis dans &’ éthanol absolu (3 minpuis dans 1’éthanol a 95% (3 min).
Les lames ont ensuite été traitées avec une solution de blocage (Protéine Block serum free,
Dako) pendant 30 min afin de blogdes sites aspécifiques. Un rincage des lames été réalisé
2 fois pendant 5 min avec du TBS-Tween. lil@bation des lames avec 200 uL d’anticorps
primaire anti-amyloidg; anti-tau phosphorylé, anti-catalase, anti-ACOX1, anti-ABCD3,
anti-cytochrome c, anti-LAMP1, anti-tubuline et anti-neurofilament Tableau 1). Aprés
incubation d’une heure en chambre humide a température ambiante, les lames ont été rincées
2 fois pendant 5 min avec du TBS-Tween et incubées durant 1 h a température ambiante avec
les anticorps secondaires appropkiésplés soit a 1’isothiocyanate de fluoresceine (FITC),
soit a I’Alexa fluor 488, soit a la peroxydase de Raifort (HRPl)gbleau 1). Les lames ont été
rincées avec du TBS-Twegmis celles incubées avec 1’anticorps secondaire couplé avec
HRP ont été mises en contact pendant 30 min avec la soli#i8t8’-diaminobenzidine
(DAB ChromogenSubstrat, Dako)Lors de ’oxydation, la DAB forme un produit final
marron sur le site de I’antigéne cible. L exceés de réactif a été éliminé par ringage des lames a
I’eau du robinet. Les noyaux ont été colorés sdith@malun, colorant acide, pendant 5 min,
soit au Hoechst 33342 (1 pg/mL).

Aprés rincage des laméd’cau du robinet pour la coloration hémalun ou au PBS pour
la coloration Hoechst, les lames ont été montées avec liquide de montage (Dako). Lorsque les
lames sont montées a I’automate la procédure est la suivante : de fines gouttes de xyléne sont
appliguées sur la lame et un film plastique est collé permettant ainsi de protéger le marquage.
Les lames ont été conservées a 4°C avant d’étre observéesau microscope optique ou a
fluorescence (Axioskop, Zeiss) ou confocal (Leica). Les lames traitées$ anticorps couplé
FITC ou Alexa 488 ont été observées par excitation avetuuriére bleue a 1’objectif X 20,
X 40, X 63 ou X 100. Les lames traitées @Vanticorps couplé HRP ont été observées sous
lumiére blanche aux objectifs X 20, X 40, X 63 ou X 100. Les images obtenues ont été
digitalisées en utilisant une caméra Axiocam (Zeiss) ou le logiciel associé au microscope

confocal.
3. Colorations sur coupes de cerveaux déparaffinées.

L’expression de biomarqueurs conventionnels de deladie d’Alzheimer (AP et
protéine Tau), des marqueurs de la mitochondrie, du lysosome et du cytosquelette (actine),
des colorations ont été effectués sur des cerveaux de souris sauvages WT et transgéniques
(APP PS1 AE9) en utilisant différents fluorochromes.
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Pour cela, des coupes de tisghigum et de 12 um d’épaisseur) ont été déposées et
fixées sur lames puis déparaffinées comme décrit ci-dessus.

4. Dosage des acides gras et de plasmalogéne-C16 :0 dans le cerveau, le plasma et les

érythrocytes de sourissauvage et transgénique APP PS1A9

Pour ces dosages, une souris transgénique et une souris sauvage ont été utilisées. Le sar
été prélevé sur EDTA au sinus rétro-orbitale sur les souris anesthésiées. Les érythrocytes et
plasma ont été séparés par centrifugation a 1 500 g pendant 10 min a 4°C. Les cerveaux ont ¢
broyés au potter. Les échantillons ont été stock&9°& jusqu’a I’analyse par CPG/SM selon le
protocole décrit au chapitre 8Dosage du plasmalogéne et de I’acide phytanique plasmatique et
érythrocytaire par CPG/SM.
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A. Etude In Vitro

| Effets du C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0) sur la prolifération cellulaire, le

dysfonctionnement des organites et la mort cellulaire

Afin de préciser les effets de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0) sur des cellules
neuronales humaines en culture, cellules SK-N-BE, différentes méthodes de biochimie,
d’imagerie et de cytométrie en flux ont été utilisées. Plusieurs parameétres morphologiques et
fonctionnels ont été évalués au niveau des cellules mises en présence des acides gras
différentes concentrations (0,1, 1, 5, 10 et/ou 20 uM) pendant 48 h. Les concentrations
choisies sont dans la gamme des taux plasmatiques trouvés chez 15 malades Alzheimer
(Service de Neurologie, CHU Fattouma Bourguiba, Monastir, Tunisie): C22:0 ( Moyenne 4,2
UM ; gamme, 0,8-8,4 uM) et C24:0 (moyenne 4,9 uM, gamme 0,8-10,64aMdk et al.,

2012.

Pour chaque acide gras dosé par CPG/SM, la quantité incorporée et la quantité
métabolisée ont été calculées. La quantité incorporée est calculée comme suit: quantité
apportée dans le milieu en début de traiterrequantité trouvée dans le milieu en fin de
traitement. La quantité métabolisée est calculée de la facon suivante : quantité incorporée par
les cellules en fin de traitementjuantité trouvée dans les cellules en fin de traitement. Dans
ces conditions, quels que soit les acides gras considérés, la quantité métabolisée est
pratiquement égale a la quantité incorporée qui est elle-méme proche de la quantité apportée.
Ainsi, a 10 uM et a 48 h de traitement, les SK-N-BE incorporent et métabolisent pratiguement
tous les acides gras (AGTLCs: C22:0, C24:0 et C26:0) avec lesquels elles sont mises en

présence.

La prolifération et la viabilité cellulaires ont été évaluées par plusieurs méthodes. Une
numeération des cellules viables par coloration au Bleu Trypan, une évaluation de la
confluence par coloration au Crystal violet, une estimation de la morphologie et de
’ultrastructure des cellules par microscopie en contraste de phase et microscopie électronique

a transmission.

1 Effets du C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0) sur la prolifération
1.1 Numération cellulaire en présence de bleu trypan

Le nombre total de cellules SK-N-BE viables a été déterminé par coloration au bleu

trypan. Ce colorant est capable de pénétrer dans les cellules mortes et leur confere une couleur
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bleue alors qu’il est rapidement rejeté par les cellules vivantes qui gardent leur réfringence
sous microscope en contraste de phase. Aprés 48 h de traitement avec le C22:0 et les
AGTLCs (C24:0 et C26:0) utilisés a différentes concentrations, les cellules adhérentes et non
adhérentes ont été collectées, colorées au bleu trypan et un comptage des cellules totales
(vivantes et mortes) a été effectué. Upprésentation du nombre des cellules viables est
montrée dans Igigure 23.

Dans les conditions de traitement des cellules SK-N-BE avec C22:0, C24:0 et C26:0
(0,1-20 uM), une réduction marquée et dose dépendante du nombre total de cellules viables
aprés 48 h de traitement est observée. La diminution du nombre total de cellules viables
déterminée en présence de bleu Trypan est significative a partir de la concentration 0,1 uM
pour C22:0 et de 5 uM pour C24:0 et C26:0. En effet, le nombre de cellules viables passe de
9.6 E® suite au traitement avec le véhicule a 48°E7.4 E® et 4.6 E® suite aux
traitements respectifs par C22:0 (0,1 uM), C24:0 et C26:0 (5 uM). Le traitement par 1’a-
cyclodextrine, réalisé afin d’évaluer la toxicit¢ du véhicule utilisé, ne montre pas d’effet

significatif sur le nombre de cellules viables.

1.2 Evaluation de la confluence par coloration au Crystal Violet

L’effet de C22:0 et des AGTLCs (C24:0 et C26:0) sur la confluence et 1’adhésion des cellules

SK-N-BE a été mis en évidence en utilisant le Crystal violet. Ce dernier permet la
visualisation des noyaux et I’évaluation de la confluence cellulaire. Ainsi, les cellules SK-N-

BE ont été cultivées dans des plaques de 12 puits et traitées avec les acides gras (AGTLCs)
aux concentrations allant de 0,1 a 20 pM. Aprés traitement durant 48 h, une coloration au

Crystal violet a été réalisée. Les résultats obtenus sont présentéskignsd24.

La confluence des cellules SK-N-BE diminue significativement suite a leur traitement
par le C22:0 a 10 et 20 uM. Cette diminution est moins marguée suite au traitement avec le
C24:0 a 20 pM. Aucun effete C26:0 sur la confluence n’a été détectée quel que soit la

concentration utilisée d’AGTLCs.
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Figure 23: Numération des cellules SK-N-BE en présence de C22:0, C24:0 et C26:0
(Zarrouk et al.,2012).Les cellules SK-N-BE ont été cultivées pendant 24 h puis incubées en
absence (contréle) ou en présence d’a-cyclodextrine (Véhicule a 1 mg/mL ; correspondant a
AGs 20 uM) ou d’acides gras utilisés a différentes concentrations (0,1 ; 1; 5; 10 ; 20 uM)
pendant 48 h Les résultats sont obtenus suite a la coloration au Crystal violet et présentés
sous forme de moyenne + SEM d’au moins trois expériences indépendantes conduites en
duplicata. L’analyse des données a été faite par le test de Mann Whitney. La différence
significative entre le véhicule et les cellules traitées aux AGs est indiquée par * P< 0,05.
Aucune différence significative n'a été observée entre le contréle et les cellules tragges a
[’a-cyclodextrine.
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Figure 24: Analyse de la confluence cellulaire par coloration au Crystal violets cellules
SK-N-BE ont été cultivées pendant 24 h puis incubées en absence (contrbéle) ou en présence
d’a-cyclodextrine (véhicule : 1 mg/mbu d’AGTLCs (C22:0, C24:0 et C26:0) utilisés a
différentes concentrations (0,1 ; 1; 5; 10 ; 20puddndant 48 h. Les résultats sont présentés
sous forme de moyenne + SEM de moins trois expériences indépendantes conduites en
duplicata. L’analyse des données a été faite par le test de Mann Whitney. La différence
significative entre le véhicule et les cellules traitées avec AGTLCs est indiquée par * P< 0,05.

1.3 Evaluation des modifications de la morphologie cellulaire
Les cellules SK-N-BE ont été cultivées dans des plaques de 12 puits pendant 24 h et

traitées avec les différents AGTk@ux concentrations allant de 0,1 uM jusqu’a 20 uM.

Apres 48 h de traitement, les cellules ont été observées a 1’aide d’un microscope a
contraste de phase et des images ont été prises pour chaque condition de traitement
(Figure 25).

En comparant les cellules contréle et les cellules traitées a 1’a-cyclodextrine avec les

cellules traitées avec les différents AGTLCs, une diminution du nombre des cellules viables
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est remarquée dés 5 puM de traitement avec C22:0, C24:0 et C26:0. Cette diminution est
associée a une augmentation dose dépendante du nombre des cellules rondes qui
correspondent aux cellules les moins adhérentes et mourantes, particulierement pour le
traitement avec C22:0 a 20 uM. La morphologie des cellules contréles et des cellules traitées

avec la véhicule ne présente pas des changements marqués

Une indice de la forme des cellules, basée sur les observations faites par microscopie a
contraste de phase, a été calculée en rapportant le nombre des cellules totales au hombre de
cellules rondes par nfmCet indice montre une augmentation dose dépendante de cellules
rondes sous traitement avec les difféerent AGTLCs utilisés, particulierement avec C22:0 (20
pHM). Dans cette condition, les cellules se sont décollées en totalité en formant des amas de
cellules rondes. Les différences entre cellules traitées et non traitées sont significatives a partir

de 1uM de traitement avec n’importe quel AG utiliséRigure 26).
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Figure 25: Observation des cellules par microscopie en contraste de p{@aeouk et al.,
2012).Les cellules SK-N-BE cultivées dans des plaques de 12 puits puis traitées avec les AGs
(C22:0, C26:0 et C26:0) ont été observées en microscopie en contraste de phase, les fleches
indiquent les cellules rondes et mourantes.
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Figure 26: Quantification des changements morphologiqugsr le calcul de l’indice de

forme (Zarrouk et al.,2012) Les cellules SK-N-BE ont été cultivées en absence (contrfle)
ou en présence akcyclodextrine (Img/mL) &iticule), ou avec 'un des AGTLCs (C22:0,

C24:0, ou C26:0) utilisé a 0,20 uM. L'induction des changements morphologiques associés

a la présence de cellules rondes observées suite au traitement avec les AGTLCs a été
quantifiée ar le calcul de l'indice de forme suite a leur observation en contraste de phase.
L’analyse des données a été faite par le test de Mann Whitney. La différence significative

entre le véhicule et les cellules traitées avec AGTLCs est indiquée par * P< 0,05. Aucune
différence significative n'a été observée entre le controle et les cellules traitées avec l’'a-
cyclodextrine.

Page 137




Résultats

1.4. Evaluation des modifications de ’ultrastructure cellulaire

Les modifications de la morphologie des cellules traitées avec les AGTLCs et révélées
par microscopie en contraste de phase peuvent refléter des modifications intracellulaires

affectant les organites, le cytosquelette...

La microscopie €lectronique a transmission a été utilisée pour visualiser les
modifications ultrastructurales induites par les AGEL{L22:0, C24:0 et C26:0 utilisés a 10
HM). L’observation des cellules contrble figure 27 A, B) et traitées par le véhicule
(Figure 27 C, D n’a pas montré des changements morphologiques entre les deux conditions.
Des changements majeurs de la distribution et de 1’aspect (taille et forme) des mitochondries
ont été observés dans les cellules traitées avec les AGTLCs. Ainsi, un regroupement des
mitochondries dans des zones diverses du cytoplasme a été remragque 47 E, G, ). De
plus, certains de ces mitochondries présentent des tailles et des formes différentes par rapport
a celles trouvées dans le contréle et le véhicule : elles présentent des formes allongées
(Figure 27 F, H) ou rondesKigure 27 J).
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€24:0 (10 pM)

Figure 27 : Evaluation par microscopie électronique a transmission des caractéristiques
ultrastructurales des mitochondrieslans les cellules humaines neuronales (SK-N-BE)
traitées par C22:0, C24:0 ou C26@arrouk et al., 2012) L observation par microscopie
électronique a transmission des cellules SK-N-BE cultivées pendant 48 h en l'absence
(cellules contréle) A, B), ou la présence d’a-cyclodextrine (1 mg / mL) (véhicule},(D),

C22:0 (10 uM) E, F), C24:0 (10 uM) G, H), ou C26:0 (20 uM)I( J). Les inserts dans les
figuresA, B, C, D et Ecorrespondent respectivement aux figutesH, | et J
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Figure 28 Evaluation par microscopie électronique a transmission de microtubules, de
peroxysomes et de vacuoles.: Aicrotubules (fleche blanche)B : peroxysomes (fleches
noires); C : vacuoles de pexophagie (fleche noire)

L’observation des cellules SK-N-BE nous a permis de mettre en évidence des
constituants cellulaires essentiels a savoir les microtubkigsré 28 A) qui apparaissent
sous forme de cylindres dont la paroi est formée de protofilaments constitués chacun par des
dimeres de tubuline etp. Les diméres-p sont décalés les uns par rapport aux autres ce qui
confére 1’aspect hélicoidal a la paroi des microtubules. Les observations ont aussi montré la
présence de peroxysomes révélés par coloration a la diaminobenEigjne @8 B) et e
vacuoles de pexophagie (autophagosome) au niveau du cytoplasme cellulaire (un peroxysome

est a I’intérieur d’une vacuole (Figure 28 C).
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2. Effet de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0) sur les mitochondries
2.1 Evaluation de ’activité mitochondriale et de la densité cellulaire

La cytotoxicité des AGTLE a été testée, par la réalisation d’un test MTT sur des
cellules neuronales exp@s a des concentrations d’AGTLCs allant de 0,1 uM a 20 uM
pendant 48 hKigure 29). Les résultats de ce test ont montré une nette diminution du
pourcentage des cellules MTT positives proportionnellement a I’augmentation de la
concentration d’AGTLCs. Cette diminution est donc dose dépendante. Le pourcentage des
cellules MTT positives reflete la proportion des cellules capables de réduire le MTT en
formazan de couleur bleu sous I’action de la succinate déshydrogénase mitochondriale. Cela
fournit a la fois des informations sur la prolifération cellulaire et le métabolisme
mitochondrial.

L’incubation des cellules SK-N-BE pendant 48 h avec les AGTLCs (0,1-20 uM) a
induit une diminution dose dépendante de cellules MTT positives. Cette diminution est
significative dés 0,1 pM de traitement avec C22:0 et 5 pM de C24:0 et C26:0. Des
pourcentages de cellules MTT positives semblables ont été obtenus pour les cellules contréle
et traitées avec 1’a-cyclodextrine. Dans le but de définir si la diminution de I’activité de la
succinate déshydrogénase est due a un dysfonctionnement des mitochondries ou a une
altération de leur masse, une évaluation du potentiel transmembrangimg ¢t de la masse

mitochondriales a été effectuée.

2.2. Effet sur le potentiel transmembranaire mitochondrial

La mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial est utilisée pour caractériser
un désordre de I’activité métabolique mitochondriale et la mort cellulaire a un stade précoce.
Le AYm a été mesuré par coloration au D§3E L’accumulation de ce fluorochrome dans la
mitochondrie dépend dAW¥m ; I’intensité de fluorescence est donc fonctionAdém. La
perte de la capacité des mitochondries a accumuler cette sonde cationique témoigne de la
transition de la perméabilité membranaire mitochondriale.

L’incubation de cellules SK-NBE avec I’'un des AGTLCs (C22:0, C24:0 et C26:0)
aux concentrations allant de 0.1 a 20 uM pendant 48 h et leur analyse par cytemfine
apres coloration avec le DIOC6 (3) a abouti a une augmentation marquée et dose dépendante
du pourcentage des cellules avec mitochondries dépolarisées ayan¥mndiminué
L’augmentation de cellules avec mitochondries dépolarisées est statistiquement significative a

partir de 1 uM de traitement avec C22:0 et C24:0 et dés 0,1 uM avec C26:0. Aucune
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différence significative des pourcentages de cellules avec mitddédépolarisées n’a été

observé entre les cellules contrdle et les cellules traitées avec 1’a-cyclodextrine Eigure 30).

140
120
100

C22:0

C24:0

140

120

100

% des cellules MITT postives
(23]
Q

% des cellules MITT postives
(23]
Q

C26:0

140

120

100 - |

% des cellules MITT postives
(23]
Q

60 -
40 -
20 -
0 _
A2 2
o 100 A N (\r
(JO \\QJ Q

Figure 29: Evaluation des effets de C22:0, C24:0 et C26:0 sur la prolifération cellulaire et

le métabolisme mitochondrial avec le Test M{4arrouk et al.,2012).Les cellules SKNB-

E ont été cultivées pendant 48h en absence (contréle) ou en présence de l'a-cyclodextrine
(Img/mL) (véhicule), ou avec WG utilisé a 0,120 uM. L’analyse des données a été faite

par le test de Mann Whitney. La différence significative entre le véhicule et les cellules
traitées avec AGs est indiquée par * P< 0,05. Aucune différence significative n'a été observée
entre le contrile et les cellules traitées avec [’a-cyclodextrine.
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Figure 30: Evaluation des effets des AGs (C22:0, C24:0 et C26:0) sur le potentiel
transmembranaire mitochondrial(Zarrouk et al., 2012). Les cellules SK-N-BE ont été
cultivées (48 h) en absence (contrble) ou en présence adry/clodextrine (1mg/mL)
(véhicule), ou avec un AG (C22:0, C24:0, ou C26:0) utilisé a 0,1-20 uM. Le potentiel
transmembranaire mitochondrial a été déterminé apres coloration avec le Q& @our
quantifier les cellules avec mitochondries dépolarisées.
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2.3. Effet sur la masse et la distribution des mitochondries

Pour évaluer la distribution des mitochondries (topographie mitochondriale) dans le
cytoplasme cellulaire, les cellules SK-N-BE, ensemenceées sur des lamelles en verre et traitées
avec différentes comratrations d’AGTLCs (5, 10 et 20 uM) pendant 48 h ont été incubées
avec la solution de MitoTracker Red qui a la capacité de traverser la membrane plasmique pa
diffusion passive et de s’accumuler de facon spécifigue dans les mitochondries

métaboliquement actives.

L’observation des cellules contréles et traitées avec 1’a-cyclodextrine colorées au
microscope a fluorescence a montré la présence de multiples points fluorescents répartis de
facon réguliere dans le cytoplasme cellulaire ce qui reflete une répartition uniforme des
mitochondries. Au contraire, I’observation des cellules traitées avec les AGTLCs, a montré
une distribution souvent diffuse et irréguliere des mitochondries suggérant une modification

de la distribution de ces organites / ou des caractéristiques de leur meRigraas 1.

Pour étudier la masse mitochondriale et/ou la quantité de mitochondries par cellules,
les cellules SK-N-BE, ont été ensemencées dans des plaques de 12 puits et traitées avec
différentes concentrations d’AGTLCs pendant 48 h. Une coloration au MitoTraker Red a été
effectuée sur les cellules mises en suspension. Les résultats obtenus apres analyse au

cytometre en flux sont présentés dankitare 32.

Le traitement des cellules avec les AGTLCmduit une augmentation de 1’intensité
de la fluorescence proportionnellement a I’augmentation de la concentration en AGTLCs.
Cette augmentation’observe a partir de 5 uM de traitement tout en étant plus marquée avec
le traitement au C22:0 avec 70 % d’augmentation par rapport au controle et au véhicule. Cette

augmentation est de 9 et 35 % respectivement pour C24:0 et C26:0.
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Véhicule

C24:0-5uM C26:0—-5uM

€24:0- 10 pM

C22:0- 20 pM C24:0—- 20 uM C26:0—- 20 uM

Figure 31 Evaluation de Deffet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur la topographie
mitochondriae. Les cellules SK-N-BE ont été incubées pendant 48 h en absence ou en
présence d-cyclodextrine (vehicule: 1 mg/mlu dun AG (5, 10 et 20 uM). Les
mitochondries ont été identifiées par coloration au MitoTracker(Zadouk et al.,2012)
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Figure 32 Evaluation de Deffet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur la masse mitochondriale. Les
cellules SK-N-BE ont été incubées pendant 48 h en absence ou en présegckdéxtrine
(véhicule : 1 mg/mLyu d’'un AG. Aprés coloration au MitoTracker Red, une analyse des
cellules au cytometre en flux a été effeci@arouk et al.,2012)
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2.4. Effetsur le taux d’ATP

L’ATP est la source majeure d’énergie dans la cellule, il est synthétisé au niveau

des crétes de la membrane interne des mitochondries lors de la respiration cellulaire.

Afin d’évaluer ’effet des AGTLCs sur la mitochondrie, une étude de la production de
I’ATP mitochondriale a été effectuée. Ainsi, les cellules SK-N-BE ont été traitées avec 5 et 10
uM de I’un des AGs (C22:0, C24:0 ou C26:0) pendant 48 h. Les résultats du dosage réalisé

sur des lysats de cellules sont présentés ddfiguee 33.
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Figure 33: Evaluation de ’effet de C22:0, C24:0 et C26:0sur le taux d’ATP mitochondrial.

Les cellules SK-N-BE ont été incubées pendant 48 h en absence ou en présence d
cyclodextrine (véhicule : 1 mg/mby d’un AG (5-10 uM). Un dosage de I’ATP a été réalisé

par mesure de la bioluminescence produite par la réaction enzymatique utilisant la luciférine,
la luciférase de luciole et I’ATP.

Le traitement des cellules SK-N-BE avec les AGTLCs montre une I|égéere
augmentation du taux de I’ATP mitochondrial dans les cellules traitées avec le C22:0a 5 et 10
MM et avec C24:0 a 10 uM. Le traitement avec C26:0 induit une diminution du taux d’ATP
avec5 pM de traitement. Aucune différence significative n’est observée entre les cellules

traitées avec les AGTLLet celles traitées avec 1’a-cyclodextrine.
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2.5. Effet sur I'expression de sous-unités des complexes mitochondriaux

La synthése de I’ATP fait intervenir des complexes associés aux crétes de la
membrane interne des mitochondries. En fait, il s’agit de 5 complexes enzymatiques dont
chacun est formé de plusieurs sous unités protéiqgues a savoir NADH-ubiquinone-
oxydoréductase (Complexe 1), succinate-ubiquinone-oxydoréductase (Complexe II),
cytochrome c- ubiquinone oxydoréductase (Complexe lll), cytochrome c-oxydase (Complexe
IV) et ATP synthase (Complexe V).

Dans le but d’évaluer un éventuel changement de 1’expression des complexes de la
mitochondrie suite a un traitement par les AGTLCs, un western blotting a été réalisé sur les
extraits protéiques obtenus a partir des cellules SK-Ne@Btéds par 5 et 10 uM d’AGTLCs.

Pour cela, un cocktail d’anticorps dirigés spécifiquement contre les sous unités des complexes

de la chaine respiratoire mitochondriale a été utilisé. Les anticorps de ce cocktail sont choisis
du fait de leur capacité a s’associer a une sous unité de chaque complexe enzymatique, une
sous unité qui est labile quand son complexe n’est pas assemblé. Il s’agit de la sous unité
NDUFBS8 (20 kDa) du Complexe |, de la sous-unité (30 kDa) du Complexe I, de la sous-
unité core 2 de (47 kDa) du Complexe lll, de la sous-unité Il (24 kDa) du Completeld/

la sous unité alpha (53 kDa) du complexe V (ATP synthase). Un western blotting utilisant
’anticorps spécifique de 1’actine a été aussi réalisé sur les extraits de cellules traitées par les
AGTLCs a 5 et 10 uM et ceci afin de normaliser les niveaux d’expression de chaque
complexe. Les blots obtenus ainsi que la quantification effectuée a 1’aide du logiciel Image J

sont présentés dansHagure 34.Chaque donnée a été déterminée selon la formule suivante

(Valeur normalisée de I'essai) / (valeur normalisée du contréle).

Un niveau d’expression des différentes sous unités semblable est obtenu pour le
contrle et le véhicule. De légéres variations sont remarquées pour les cellules traitées avec le
C22:0 pour les sous unités des complexes I, Ill, et IV. Des différences plus marquées ont été
observées suite aux traitements avec C24:0 et C26:0, particulierement pour la sous-unité Core

2 du Complexe Il et la sous-unité Il du Complexe IV.
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Figure 34: Analyse des effets de C22:0, C24:0 et C26:0 sur I'expression de sous-unités des
complexes de la mitochondrieLes cellules SK-N-BE ont été cultivées pendant 48 h en
absence ou en présence dedyclodextrine (véhicule! mg/mL) ou d’'un AGTLC utilisé a 10

HMM. A : Les blots obtenues suite a la réalisation du western blotting en utilisant les anticorps
spécifigues des sous unités des complexes de la chaine respiratoire (MitoProfile Total
OXPHOS Human WB Antibody Cocktail, Abcam/Mitoseien et de [’actine. B:
Quantification par le logiciel image J de l’'intensité de [’expression protéique. Les résultats

ont été normalisés par rapport a [’actine (Zarrouk et al.,2012)
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3 Evaluation des effets de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0) sur le lysosome
3.1. Effetssur ’'intégrité des lysosomes

L’acridine orange a été utilisée afin d’évaluer I'intégrité des lysosomes dans des
conditions de traitement avec les AGTLC’acridine orange est une sonde métachromatique
lipophile capable de traverser les membranes cellulaires. Elle émet de la fluorescence
orange/rouge dans des conditions de pH acide. La quantité de fluorescence orange/rouge est
donc proportionnelle au volume et a la quantité de compartiments acides dans la cellule. La
perméabilisation déa membrane lysosomale et/ou la diminution de 1’activité des pompes a
protons se caractérise par une diminution de cette fluorescence du fait de la libération du
contenu lysosomal dans le cytoplasme. Les cellules SK-N-BE cultivées dans des plaques de
12 puits ont été traitées avec 5, 10 ouRDd’AGTLCs pendant 48 h. Ensuite, une coloration

a I’acridine orange a été réalisée. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 35.

L’analyse par cytométrie n’a révélé aucune différence significative entre 1e controle et
les cellules traitées avec 1’a-cyclodextrine. Par contre, une déstabilisation significative des
lysosomes des cellules SK-N-BE traitées par le C22:0 a 20 uM et le C26:0 & 10 et 20 uM a
été observée. Ainsi le pourcentage des cellules avec lysosome déstabilisés par rapport aux
cellules traitées par I’a-cyclodextrine est respectivement de 211 %, pour le C22:0 et de 207 et
203 pour le C26. Par ailleurs le traitement avec C24:0 ne montre pas d’effet marqué sur les
lysosomes. Seul un traitement avec les concentrations 10 et 20 uM de cet AGTLC montre une

faible augmentation tout en restant statistiquement non significative.
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Figure 35. Evaluation de lintégrité lysosomale des cellules SK-N-BE par coloration a
Dacridine orange. Les cellules SK-N-BE ont été incubées pendant 48 h en absence ou en
présence d-cyclodextrine (véhicule : 1 mg/mk) d’'un AG (5-20 pM). Aprés coloration a
[’acridine orange, une analyse au cytométre en flux a été réalisée. Les résultats sont présentés

sous forme de moyenne + SEM. L analyse des données est faite par le test de Mann \Whitney.

La différence significative entre le véhicule et les cellules traitées avec les AGs est indiquée
par * P< 0,05.

3.2. Effet de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:@pur ’autophagie

La présence de vacuoles évoquant des vacuoles d’autophagie détectée par microscopie
électronique a transmission dans les cellules traitées par les AGs ainsi que la déstabilisation
des lysosomes révélé par coloration a I’acridine orange a conduit a préciser si les AG
pouvaient ou non activer un processus d’autophagie. Pour cela, une étude de la dégradation de
la protéine LC3Il en LC3Il a été réalisée par western blotting sur des cellules BEK-N-
cultivees pendant 8, 1224 et 48 h en présence d’AGs a 10 pM. Des analyses
complémentaires sont nécessaires pour valider ouidevdlintervention de 1’autophagie

dans la mort cellulaire induite par C22:0 et les AGTLCs (C24:0, C26:0).
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4. Evaluation des effets de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0) sur le peroxysome

Le peroxysome est un organite impligué dans le métabolisme lipigigjsgu’il
assure Ig-oxydation des AGTLCs, I’a-oxydation de 1’acide phytanique ainsi que la synthése
du DHA et des plasmalogenes. Une évaluatie I’effet de C22:0 et AGTLCs (C24:0 et
C26:0)sur cet organite s’est révélée importante pour comprendre le mécanisme de toxicité de
ces derniers. Pour cela, une évaluation des effets des AGSTk@ expression de certains

marqueurs peroxysomaux a éte réalisée.

4.1 Incidence sur D’expression du transporteur membranaire peroxysomal

ABCD3/PMP70

Le transporteur ABCD3 est un constituant majeur de la membrane peroxysomale. La
topographie (répartition cellulaire} I’expression de ce transporteur ont été respectivement
étudiées par microscopie a fluorescence conventionnelle et par cytométrie en flux. Les

résultats de ces deux analyses sont présentés daiguess 36et 37.

L’immunomarquage indirecte des cellules SK-N-BE a été réalisé en utilisant un
anticorps primaire dirigé contre la protéine ABCD3 et un anticorps secondaire couplé a
I’Alexa 488. Cet immunomarquage a été effectué sur des cellules cultivées sur des lamelles en

verre et traitées par les AGTLCs utilisés a 5 et 10 uM.

L’observation des cellules SK-N-BE par microcopie a fluorescence révele une
répartition homogene des peroxysomes et un aspect ponctué dans les cellules contrble, les
cellules traitées avec 1’a-cyclodextrine et avec les AGTLCs. Un nombre plus important de
ponctuation semble apparaitre suite au traitement des cellules avec les AGTLCs a 5 et 10 uM.
Ceci pourrait étre expliqué par I’augmentation du nombre des peroxysomes dans ces cellules.

Le traitement des cellules par 1’a-cyclodextrine ne montre pas de différence avec le contrdle.

Afin de confirmer les résultats des observations de microscopie a fluorescence une
analyse par cytométrie en flux a été réaliSé&8MF est de ’ordre de 10 dans les contréles
(ainsi que dans le véhicules) alors qu’elle est d’environ 50 dans les cellules traitées. Aucune
différence de 1’expression n’est observée entre les cellules contrdles et les cellules traitées

avec I’a-cyclodextrine.
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€22:0 10 uM €24:0 10 uM

Figure 36 : Analyse par microscopie a fluorescence de I’expression et de la topographie de

la protéine ABCD3 sur les cellules SK-N-BEes cellules SKNB-E ont été incubées pendant

48 h en absence ou en présenceeayclodextrine (véhicule :1 mg/mk) d’'un AG (C22:0,

C24:0 ou C26:Q 5-10 pM). Une observation des cellules au microscope a fluorescence a éte
réalisée aprés immunomarquage en utilisant un anticorps polyclonal anti-ABCD3. Une
contre coloration des noyaux au Hoechst 33342 (1 pg/mL) a été réalisée.

Page 153




Résultats

10uM
Vdendr

Canivale

Nombre de cellules
‘;T- -
A
(Bl ]

Intensité de fluorescence

Figure 37: Analyse par cytométrie en flux de D’expression de la protéine peroxysomale
ABCD3 dans les cellulesSK-N-BE traitées par C22:0, C24:0 ou C26:Q.es cellules
SK-N-BE ont été traitégsur 10 uM d’AGTLCs pendant 48 hune analyse par cytométrie en
flux a été réalisée suite a |'immunomarquage utilisant un anticorps polyclonal anti-ABCD3

4.2 Incidence sur I’expression d’ACOX-1

La protéine ACOX-1 est la premiére enzyme de la voie d@-dxydation des
AGTLCs dans le peroxysome. Lapographie et 1’expression de cette enzyme ont été
respectivement étudiées par microscopie a fluorescence conventionnelle et par cytométrie en

flux. Les résultats obtenus sont présentés dariSdeses 38et 39.

L’immunomarquage indirect de cette protéine a été effectué sur des cellules SK-N-BE
cultivées sur des lamelles en verre et traitées paA@ELCs (C22:0, C24:0 ou C26:0)
utilisés a 5, 10 et 20 uM et ceci en utilisant un anticorps primaire dirigé contretéaner

ACOX-1 et un antiorps secondaire couplé a I’ Alexa 488.

L’observation des cellules SK-N-BE par microcopie a fluorescence révéele une
répartition homogéne de la fluorescence au sein des cellules contréles et des cellules traitées
avec I’a-cyclodextrine (véhicule) et avec les AGTLCs. Aucune modification marquée du
niveau d’expression d’ACOX-1 n’est observée entre les cellules contrdles et les cellules
traitées par les AGTLEC L’ immunomarquage de cette protéine et 1’analyse par cytométrie en
flux ont été réalisés pour évalues k&ventuels changements du niveau d’expression. Cette
analyse motre qu’en présence des AGTLCs (C22:0, C24:0 et C26:0) utilisés a 10 pM,
aucune différence de 1’expression d’ACOX-1 n’est révélée entre les cellules contrdles et
traitées paro-cyclodextrine: les IMF sont identiques. Aucune différence de 1’expression

n’est donc observée aussi bien entre les cellules controles, les cellules traitées avec 1’o-
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cyclodextrine que dans les cellules traitées par les AGTLCs. Ces résultats sont en accord avec

les observations faites par microscopie a fluorescence.

4.3 Incidencesur I’expression de la catalase

La catalase est la principale enzyme qui assure le role de détoxification au niveau du
peroxysome. Elle est responsable de la transformatigsedsyde d’hydrogéne (H.O,) en
eau et en oxygene moléculaire. La catalase est une enzyme spécifique du peroxysome. La
topographie et I’expression de cette enzyme ont été respectivement étudiées par microscopie
confocale et par cytométrie en flux. Les résultats obtenus sont présentés dragsréss40
et4l.

Un immunomarquage a été réalisé sur des cellules Bk-MNaitées par les AGTLE
(C22:0, C24:0 et C26:0) utilisés a 10 uM. Apres 48 h de traitement, les cellules ont été mises
en suspension, incubéesec I’anticorps primaire dirigé contre la catalase puis avec
I’anticorps secondaire couplé a I’Alexa 488. Les cellules ont été déposées sur lame en verre
par cytospine et observées en microscopie confocale. L’observation des lames révele une
absence de modification de la répartition de la fluorescence et donc des peroxysomes entre
cellules contrdles et traitées par I’a-cyclodextrine. En revanche, cette répartition est modifiée
dans les cellules traitées par les AGTLCs. Un aspect ponctué et une répartition homogéne est
remarquée dans les cellules contréles tandis ce que dans les cellules traitées des amas de

peroxysomes sont observées a la périphérie des cellules traitées en particulier avec le C22:0.

Pour évaluer I’incidence du traitement aux AGTkGur I’expression de la catalase,
une analyse par cytométrie en flux a été réalisée avec les AGTLCs utilisés &t 2010M.
Cette analyse ne montre aucune différence de 1’expression entre les cellules contrdles et les
cellules traitées avec I’a-cyclodextrine. Une augmentation significative de I’expression de la
catalase (25 a 30%) est observée en présence du C22:0 a 10 et 20 uM comparativement a
I’expression dans les cellules traitées par 1’a-cyclodextrine. En revanche, comparativement au
véhicule, un traitement avec le C24:0 et le C26:0 induit des 5 uM une diminution significative
de I’expression de la catalase de 20 a 60%. En revanche, 1’analyse des ARNm par RT-qPCR
n’a pas révélé de différences des valeurs de Ct entre les cellules cultivées en absence
(contrdle : Ct =24,5;a-cyclodextrine : Ct =24 6ou en présence d’AGTLCs (C22:0:
Ct=24,3; C24:0 : Ct= 24,2; C26:Qt= 24,5). La modulation de I’expression de la catalase
par les AGTLG (C22:0, C24:0 et C26:0) se ferait donc au niveau traductionnel.
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Figure 38 : Analyse par microscopie a fluorescence de I’expression et de la topographie de

la protéine ACOX-1 dans les cellules SK-N-BEes cellules SKNB-E ont été incubées
pendant 48 h en absence ou en présenceytiodextrine (véhicule :1 mg/mb) d’'un AG

(C22:0, C24:0 ou C26:05, 10 et 20 uM). Une observation des cellules au microscope a
fluorescence a été réalisée apres immunomarquage en utilisant un anticorps spécifique
d’ACOX-1. Une contre coloration des noyaux au Hoechst 33342 (1 pg/mL) a été réalisée.
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Figure 39: Analyse par cytométrie en flux edl’expression de la protéine peroxysomale
ACOX-1 dans les celluleSK-N-BE traitées par C22:0, C24:0 ou C26:Q.es cellules
SK-N-BE onété traitées par 10 uM d’AG pendant 48 h. Une analyse par cytométrie en flux a
été réalisée suite a l'immunomarquage utilisant un anticorps spécifique d’ACOX-1.

catalase + Hoechst 33342
Contréle Véhicule

C26:0 10 uM

Fiqure 40: Analyse par microscopie confocale a fluorescence de I’expression et de
la topographie de la catalase dans les cellules SK-N-BEs cellules SK-N-BE ont été
incubées pendant 48 h en absence ou en présemoyalddextrine (véhicule :1 mg/mL) ou
d'un AG (C22:0, C24:0 ou C26:010 uM). Une observation des cellules en microscopie
confocale a été réalisée aprés immunomarquage en utilisant un anticorps spécifique de la
catalase et aprés contre coloration des noyaux au Hoechst 33342 (1 pug/mL); 19 a 33
sections ont été prises en compte. Les images présentées résultent de la superposition de ces
sections.
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Figure 41 Analyse par cytométrie en flux de I’expression de la catalase sur les cellules
SK-N-BE traitées par C22:0, C24:0 ou C26:Qes cellules SK-N-BE ont été traitées par 10
uM d’AG pendant 48 h. Une analyse par cytométrie en flux a été réalisée a la suite de
l’'immunomarquage en utilisant un anticorps spécifique de la catalase.

4.4 Evaluation sur P’activité catalase

Les modifications du niveau d’expression de la catalase révélées par cytométrie en
flux dans les cellules SK-BE traitées avec les AGTLCs nous ont incités a évaluer I’'impact
de ces traitements sur I’activité de cette enzyme. Ainsi, un dosage colorimétrique du produit
de ’oxydation du H,O,, non éliminé par la catalase (la résorufine) a été réalisé sur les extraits
protéique des cellules SK-BE incubées en absence ou en présence d’a-cyclodextrine ou
d’un AGTLCs (C22:0, C24:0 ou C26:0) utilisés a 5, 10 et 20 uM penthamt]’activité de la
catalase a été exprimée en mU /ml /mg de protéine et les résultats obtenus sont présentés dans
la Figure 42.

Tandis ce qe l’activité catalasedans les cellules traitées par 1’a-cyclodextrine est
semblable a celle des cellules contrbles, une légere augmentation de cette activité est observée
dans les cellules traitées par lesf@entes concentrations d’AGTLCs. Cette augmentation,
bien que faible, est significative avec le C22:0 (10 uM) et avec le C24:0 (20 uM).
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Figure 42: Analyse de D’effet de C22:0, C24:0 et C26:&ur activité catalase Les cellules
SK-N-BE ont été traitées par les AGT(C22:0, C24:0, C26:0) a 5, 10 et 20 uM pendant 48

h. Une mesure de [’activité catalase a été effectuée par méthode colorimétrique et exprimée
en mU /mL /mg de protéine. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM.
L analyse des données a été réalisée par le test Mann Whitney * p<0,05.

4.5 Evaluation des effets de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26 :0) sur le

métabolisme lipidique peroxysomale
4.5.1 Effet sur la synthése de plasmalogénes

Les plasmalogenes sont des phospholipides caractérisées par la présence d’une liaison
(vinyle éther) d’un AGS ou un AGMI a la position shet d’une liaison ester d’un AGPI a la
position sn-2. La génération de la liaison vinyle éther se fait uniguement dans le peroxysome.

Ainsi leur synthese nécessite un peroxysome intact.

Un dosage des plasmalogénes par CPG/SM a été effectué sur des S&iNé3E
traitées avec les AGTLCs a 10 uM pendant 48 h. Les résultats exprimés en pourcentage
d’augmentation par rapport au contrdle sont présentés dans la Figure 43. De légeres
modifications non significatives du taux des plasmalogénes totaux sont remarquées
(Figure 43) avec les AGTLCs. Une diminution de 5 et 13 % des plasmalogenes totaux est

observée en présence de C22:0 et C26:0 alors qu’une augmentation est remarquée avec le
C24.0.
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Figure 43: Evaluation del’effet de C22 :0, C24 :0 et C2@® sur la composition des cellules

en plasmalogénesLes cellules SK-N-BE ont été traitées en absence ou en présence
d’a-cyclodextrine (véhicule ! mg/mL) ou d’un AG (C22:0, C24:0 ou C26:0) a 10 pM. Apres

48 h de traitement, les cellules ont été mises en suspension et un dosage des plasmalogenes a
été réalisé par CPG/SM. Les quantités de plasmalogénes totaux obtenues pour chaque
traitement ont été rapportées a celles des cellules contrfles. Les résultats sont présentés sous
forme & moyenne + SEM. L analyse des données a été faite par le test Mann Whitney. Ns

:non signifiatif

Des différences des taux de plasmalogénes individuels sont observées entre les
cellules traitées avec les AGTEE! celles traitées par 1’a-cyclodextrine Figure 44 A-B).

Avec C22:0 a 10 uM, une diminution non significatives est remarquée pour les
différents plasmalogénes a C16:0 et a C18:0 sauf pour les plasmalogénes 18:1/22:4,
18:1/20:4, 18:1/18:1.

Avec C24:0 a 10 pM, une augmentation de plasmalogenes est observée. Cette
augmentation est significative pour les plasmalogenes a C18:0 ainsi que pour les
plasmalogeénes 16:0/20:4, 16:0/18:1 et 18:1/18:1. Cette augmentation est associée a une

diminution significative des plasmalogénes 18:1/22:4.

Avec C26:0 a 10 uM, une diminution du taux de plasmalogenes est observée. Cette
diminution est significative pour les plasmalogenes a C16:0 ainsi que pour les plasmalogénes,
18:1/20:2, 18:1/18:1 et 18:0/18:1. De méme, une diminution des plasmalogenes 18:0/22:6,
18:0/22:5, 18:0/20:3 et 18:0/20:4 est révélée bien que non significative.
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Fiqure 44: Evaluation de Ueffet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur la composition des cellules

en plasmalogénes.es cellules SK-N-BE ont étéuitées en absence ou en présence d’a-
cyclodextrine (véhicule I mg/mL) ou d’'un AG (C22:0, C24:0 ou C26:0) a 10 uM. Apres 48

h de traitement, les cellules ont été mises en suspension et un dosage des plasmalogenes a été
réalisé par CPG/SM. Les quantités obtenues pour chaque traitement ont été rapportées a
celles des cellules contréled) plasmalogenes a C16:®) plasmalogenes a C18:10)
plasmalogénes a C18:0. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM.

L’analyse des données a été faite par le test Mann Whitney * p<0,05.

4.5.2. Effet sur le profil d’acide gras, la synthése du DHA et de ses précurseurs

Le peroxysome joue un r6le primordial dang3taxydation des AGTLCs ainsi que
dans la synthése du DHA. En effetderniére étape de synthése du DHA s’effectue dans le
peroxysome suite a un cycle feoxydation de son précurseur le C24:6 n-3. Un dosage des
acides gras (C22:6 n-3 (DHA) ; (C24:6 n-3) et C20:5 (EPA) précurseurs du DHA) ainsi que
de C22:0, C24:0 et C26:0 par CPG/SM a été effectué sur des cBIKiNSBE traitées avec
C22:0, C24:0 et C26:0 a 10 uM pendant 48 h. Les résultats exprimés en pourcentage

d’augmentation par rapport au contréle sont présentés dansHaure 45.
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La quantification par CPG/SM du DHA et de son précurseur danSHKeN-BE
traitées avec les AGTLEYC22:0, C24:0 ou C26:0) a 10 uM pendant 48 h, ne montre pas de
variations notables des quantités sauf aprés traitement avec le C26:0 ou une diminution
significative est révélée. De méme, le traitement avec le C26:0 induit une diminution
significative de la quantité de C20:5. La mesure du taux de C22:0, C24:0 et C26:0 montre une
augmentation du C22:0 aprés traitement des cellules avec le C24:0 a 10 uM, du C24:0 apres
traitement avec le C22 et le C26:0 msi qu’une augmentation du C26:0 apres traitement

avec le C22:0 et le C26:0.
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Figure 45 Evaluation du profil en acides gras (C22:6, C24:6, C20:5) et (C22:0, C24.0 et
C26:0) dans les cellules SK-N-BH.es cellules SK-N-BE ont été traitées en absence ou en
présence d’a-cyclodextrine (véhicule : 1 mg/ mL) ou de C22:0, C24:0 ou C26:0 a 10 uM.
Apres 48 h de traitement, les cellules ont été mises en suspension et un dosage des acides gras
a été realisé par CPG/SM. Les guantités obtenues pour chaque traitement ont été rapportées
a celle des cellules contrbles. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM.

L’analyse des données a été faite par le test Mann Whitney * p<0,05.
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5. Evaluation des effets de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0) sur I’organisation du
cytosquelette

Le cytosquelette est I’ensemble des réseaux de filaments protéiques qui conférent a la
cellule sa forme et assurent le transport des organites, des nutriments et de messagers
nerveux; le cytosquelette est formé des filaments d’actine, des filaments intermédiaires et des
microtubules qui s'étendent dans tout le cytoplagme évaluation de I’impact des AGTLCs
(C22:0, C24:0 et C26:03ur I'organisation de ce réseau de filament a été réalisée afin de
comprendre leur éventuel role dans 1’apparition des dégénérescences neurofibrillaires au

cours de la MA.

5.1. Effets sur I’organisation des filaments d’actine

L’organisation et la polymérisation des filaments d’actine ont été évaluées dans les
cellules SK-N-BE par coloration a la Phalloidine, couplée a la Rhodamine. Cette sonde est
capable de se lier a ’actine et d’émettre de la fluorescence rouge lorsqu’elle est excitée dans
le vert. Les cellules SK-N-BE mises en culture sur des lames en verre ont subit un traitement
avec les AGTLG (C22:0, C24:0 et C26:0) a 5 et 10 uM pendant 48 h. Une coloration a la
Rhodamine-phalloidine a été réalisée. Les images obtenues par observations au microscope a

fluorescence sont présentées dariSdare 46.
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Figure 46: Evaluation de Peffet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur ’organisation des filaments
d’actine. Les cellules SK-N-BE ont été incubées pendant 48 h en absence ou en présence d'
cyclodextrine (véhicule :1 mg/mbk) d’'un AG (5 et 10 uM). Les filaments d’actine ont été
identifiées par coloration avec la Rhodamirighalloidine.

L’observation des cellules SK-N-BE au microscope a fluorescence montre une
perturbation du réseau de filaments d’actine dans les cellules traitées avec 10 uM d’AGTLCs
particulierement avec C24:0 et C26:0. En effet, les cellules contrdles et traitées avec 1’a-
cyclodextrine ont une forme étalées alors que les cellules traitées perdent leur morphologie,
développent une forme ronde avec un cytoplasme plus rétrécit et des filaments d’actines plus

compacts.

Afin de déterminer I’effet des AGTLCs sur la quantité *dctine-F par cellule. Les
cellules SK-N-BE traitées avec les AGTLCs a 5, 10 et 20 uM pendant 48 h, ont étémmises e
suspension puis colorées avec la Rhodaimétoidine révélant 1’actine F. L’analyse de la
fluorescence émise par les cellules a été faite par cytométrie en flux et les résultats sont

présentés dana Figure 47.
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Figure 47: Evaluation de Ueffet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur la quantité d’actine F par
cellule. Les cellules SK-N-BE ont été incubées pendant 48 h en absence ou en présence d'
cyclodextrine (véhiculel mg/mL) ou d'un AG (5, 10 et 20 uM). La quantité d’actine F par

cellule a été mesurée par coloration avec la RhodamiRballoidine et analyse par
cytométrie en flux. L analyse des données a été faite par le test Mann Whitney * p<0,05.

L’analyse par cytométrie en flux montre une légere variation de I’intensité moyenne
de fluorescence entre les cellules controles et les cellules traitées avec les AGTLCs. Une
augmentation significative de I’intensité de la fluorescence est remarquée avec le C22:0, le
C24:0 et le C26:0 a 5 et 20 uM ainsi qu’avec le C26:0 a 10 uM. Aucune modification de
I’intensité de la fluorescence n’est révélée entre les cellules contrdles et les cellules traitées

avec I’a-cyclodextrine utilisée a 1 mg/mL.

5.2. Effets sur I’organisation des microtubules

L’organisation et la polymérisation des microtubules a été évaluées dans les cellules
SK-N-BE par immunomarquage indirecte en utilisant un anticorps spécifique des deux
isoméres de la tubuline et ou par coloration avec le Tubulin Tracker. Les cellules SK-N-

BE mises en culture sur des lames en verre ont subi un traitement avec les AGTLCs a 5 et 10

UM pendant 48 h. Les microtubules révélés par immunofluorescence ont été étudiees par
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microscopie et cytométrie en flux. Les images obtenues par observations au microscope a

fluorescence sont présentées daridare 48.

L’observation cellules SK-N-BE au microscope a fluorescence montre une
perturbation du réseau de microtubules dans les cellules traitées avec les AGTLCs en
particulier & 20 uM de traitement. En effet, les cellules traitées perdent progressivement leur
forme initiale pour devenir ronde avec des microtubules plus ou moins absents et ou

compactés.

Controle C22:05 uM C24:05 uM C26:05 pM

Véhicule

C26:0 20 pM

e 4

Figure 48: Evaluation de Dleffet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur [’organisation des
microtubules.Les cellules SK-N-BE ont été incubées pendant 48 h en absence ou en présence
d'a-cyclodextrine (véhicule :1 mg/mlogu d'un AG (5, 10 et 20 uM). La tubuline a été
identifiées par immunofluorescence indirecte. Une contre coloration des noyaux au Hoechst
33342 a été realisée.

Pour évaluer I’incidence du traitement aux AGTLCs (C22:0, C24:0 ou C26:0) sur la
quantité de microtubules, les cellules SK-N-BE, traitées avec les AGTLCs a 5, 10 et 20 uM

pendant 48 h, ont été mises en suspension par trypsination puis un immunomarquage a étée
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réalisé. Les cellules ont été incubées avec 1’anticorps primaire dirigé contre la tubuline (a et
) et avec I’anticorps secondaire couplé a I’ Alexa 488. L’analyse de la fluorescence émise par
les cellules par cytométrie en flux a permis de quantifier les microtubules. Les résultats sont

présentés darla Figure 49.
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Figure 49 : Evaluation de I’effet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur la quantité de microtubules

par cellule.Les cellules SK-N-BE ont été incubées pendant 48 h en absence ou en présence
d'a-cyclodextrine (véhicule : 1mg/mloy d’'un AGTLC (5, 10 et 20 uM). La quantité de
microtubules par cellule a été mesurée par immunomarquage indirect en utilisant un
anticorps primaire spécifique de la tubuline €t ) et par analyse au cytométre en flux.
L’analyse des données a été réalisée par le test Mann Whitney * p<0,05

L’analyse par cytométrie en flux ne montre pas de différence significative de
I’intensité de fluorescence d’a et B tubuline (qui traduit leur expression) entre les cellules
controles et les cellules traitées avec 1’a-cyclodextrine (véhicule). Une diminution
significative de I’intensité moyenne de fluorescence est toujours observée en présence des
trois AGTLCsa 5 uM comparativement a I’intensité dans les cellules traitées par 1’a-
cyclodextrine. L’intensité de 107 dans le véhicule est respectivement de 74, 65 et 67 en
présence de C22:@24:0 et C26:0 a 5 uM. A 10 uM, une diminution de ’intensité¢ de
fluorescence est aussi détectée en présence des differents AGTLCs. Comparativement au
véhicule, un traitement avec le C22:0 a 20 uM induit une légére augmentation de 1’intensité

de fluorescace qui passe de 107 a 116. Avec le C26:0 a 20 uM [D’intensité de fluorescence
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diminue par rapport au véhicule. En revanche, I’intensité de fluorescence est peu affectée en

présence de C24:0 a 20 puM.

5.3 Effet sur les neurofilaments

Les neurofilaments sont les filaments intermédiaires spécifiques des neurones. lIs

forment avec les microtubules et 1’actine le cytosquelette.

L’évaluation de I’'impact des AGs (C22:0, C24:0 et C26:0) sur le cytosquelette
implique 1’étude de leur effet sur les neurofilaments. Ainsi, les cellules SK-N-BE mises en
culture sur des lames en verre ont subit un traitement avec les AGs a 5 et 10 uM pendant 48 h.
Un immunomarquage indirect a été réalisé en incubant les cellules avec 1’anticorps primaire
dirigé contre les neurofilaments tdhilles moyennes (160 KDa) et avec 1’anticorps secondaire
couplé a I’Alexa 488. Les images observées au microscope a fluorescence sont présentées

dansla Figure 50 .

L’observation des cellules SK-N-BE au microscope a fluorescence montre une
désorganisation du réseau des neurofilaments dansllelscgaitées dés 5 uM d’AGTLCs
en particulier avec C24:0 et C26:0. En effet, les cellules controles et traitées avec 1’a-
cyclodextrine ont une forme étalées alors que les cellules traitées ont un aspect rétracté allant
de paire avec leur capacité d’adhésion diminuée. Le C22:0 semble avoir moins d’effet sur

I’organisation des neurofilaments.

5.4. Analyse de ’expression protéique de I’actine et de I’a-tubuline

Dans le but d’évaluer un éventuel changement de 1’expression de la -actine et de I’a-
tubuline, suite au traitement par les AGTLCs, un western blotting a été réalisé sur les extraits
protéiques obtenus a partir des cellules SK-N-BE traitées gar(buM d’AGTLCs (C22:0,

C24:0 et C26:0).

Dans laFigure 51, les blots obtenu#\(, la quantification effectuée a 1’aide du logiciel
Image J B) ainsi que le rapport de I’expression de 1’a-tubuline et de 1’actine (C) sont
présentésLes données présentée&Q) ont été déterminées de la fagon suivante : (valeur de

I'essai) / (valeur du contrdle).
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Neurofilaments (160 kDa) + Hoechst 33342

Control

vehicule C22:0 10 uM

@

Figure 50: Analyse par microscopie a fluorescence Heffet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur
Dorganisation des neurofilaments dans les cellules SK-N-BELes cellules SK-N-BE ont été
incubées pendant 48 h en absence ou en présencectbdextrine ou d’'un AG (10 uM). Une
observation des cellules en microscope a fluorescence a été réalisée aprés immunomarquage
en utilisant un anticorps spécifique des neurofilaments (160 KI2s)noyaux ont été contre
colorés au Hoechst 33342 (1 pg/mL

Les résultats obtenus par western blotting montrent un niveau d’expression de la f-
actine semblable pour le contrble, le véhicule et les cellules traitées par les AGTLCs. Par
contre, une diminution de I’expression de I’a-tubuline est remarquée pour les cellules traitées
avec le C22:0 et C24:0 a 5 et 10 uM. Cette diminution est de 1’ordre de 0,4 — 0,7 par rapport
au véhicule et elle est la plus marquée avec un traitement au C24:0 a 10 pM. Une légere
diminution de I’expression de 1’a-tubuline est révélée avec le C26:0 a 10 pM. Par ailleurs, le
calcul du rapport entre le taux d’expression de I’a-tubuline et de Ig-actine montre une
diminution de ce rapport avec le traitement aux AGTLCs en particulier avec le C24:0 a 5 et

10 pM. Cette diminution est la moins marquée avec le C26:0.
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Figure 51: Analyse des effets de C22:0, C24:0 et C26:0 sur l'expression de I’a-tubuline et

de la g-actine Les cellules SK-N-BE ont été cultivées pendant 48 h en absence ou en
présence d’a-cyclodextrine, ou d’'un AG utilisé a 5 et 10 pMA) Les blots ont été obtenus en
utilisant les anticorps spécifiques de [’a-tubuline et de lg-actine.B) Quantification par le
logiciel image J de l'intensité de I’expression protéique de I’a-tubuline et de lgs-actine.C)

Le rapport a-tubuline /g-actine. Les valeurs présentées ont été déterminées de la facon

suivante : (valeur de l'essai) / (valeur du contrdle).
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6. Caractérisation de la mort cellulaire induite par C22:0 et les AGTLCs (C24:0,
C26:0)

6.1 Evaluation de Dintégrit¢é de membrane cytoplasmique par coloration a

I’iodure de propidium

L’iodure de propidium (IP) est un colorant qui ne pénétre que dans les cellules ayant
des membranes 1ésées. L’IP permet d’évaluer les effets d’un traitement sur 1’intégrité de la
membrane cytoplasmique. eles les cellules mortes sont colorées par I’IP. La
perméabilisation de la membrane cytoplasmique se caractérise par une augmentation de la
fluorescence émise par les cellules qui ont accumulé I’TP. Les cellules SK-N-BE cultivées
dans des plaques de 12 puits ont été traitées avec weatemions croissantes d’AGTLCsS
(C22:0, C24:0 ou C26:00,1; 1;5, 10 ou 20 uM) pendant 48 h. Ensuite, une coloration a
I’IP a été réalisée sur les cellules mises en suspension et les cellules ont ét¢ analysées au

cytometre en flux. Les résultats sont présentés ddfiguae 52
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Figure 52 : Evaluation de Ueffet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur intégrité de la membrane
cytoplasmique.Les cellules SK-N-BE ont été incubées pendant 48 h en absence ou en
présence d-cyclodextrine (vehicule : 1 mg/mk) d'un AG (0,1; 1; 5, 10 et 20 puM).une
analyse par cytométrie en flux a été réalisée sur des cellules colorées a I’'IP. Véhicule : o-
cyclodextrine (1 mg/mL ; correspondant a BGuM). L’ analyse des données a été réalisée

par le test Mann Whitney * p<0,05.
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L’incubation des cellules SK-N-BE pendant 48 h avec les AGTLCs (0,1-20 uM) a
induit une augmentation dose dépendante des cellules IP positives. Cette augmentation est
significative dés 0,1 uM de traitement avec C22:0 et C26:0 et dés 1 uM avec C24.0.
L’augmentation du pourcentage de cellules IP positives est le plus marquée avec C22:0 : a 0,1
uM, le pourcentage d’augmentation par rapport au contrdle est de 250, il atteint 350 a 10 pM.

Avec C24:0, ce pourcentage d’augmentation passe de 150 avec 1 uM, a 270 avec 20 pM.
Pour le traitement avec le C26:0, 1’effet dose est moins marquée comparativement au C22:0 et
au C24:0. En présence d’a-cyclodextrine, le pourcentage de cellules IP positives est

semblable a celui du contedl

6.2 Effet surl’activité lactate déshydrogénase

La mort cellulaire peut se produire selon différents mécanismes : apoptotique,
nécrotique (ou nécroptotique) ou autophagique. Lors d’un processus nécrotique ou
nécroptotique, la membrane cytoplasmique est rompue libérant le contenu cellulaire dans
le milieu extracellulaire y compris la lactate déshydrogénase (LDH), une enzyme
cytosolique. Dans le but d’évaluer le type de mort induit par les AGTLCs (C22:0, C24:0
et C26:0) une mesure de Iactivité de la LDH a été réalisée dans le milieu de culture.
Cette mesure a été faite 48 h aprés le traitement des cellules SK-N-BE avec les AGTLCs
10 uM. Les résultats présentés denBigure 53 montrent une augmentation significative
de I’activité LDH sous I’effet du traitement par les AGTLCs dans les milieux de culture
comparativement aux cellules traitées avec 1’a-cyclodextrine. Cette activité de 12 pU dans
le véhicule passe a 20 uU avec le C22:0 et a 16 pU avec le C24:0 et C26:0. Une légere
augmentation est observée dans le milieu de culture des cellules traitées avec 1’a-

cyclodextrine.
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Figure 53: Effet desAGTLCs sur activité LDH dans le milieu de culture Les cellules SK-
N-BE ont été traitées ou non par les AGTlendant 48 h (10 uM). Le dosage de [’activité
LDH a été effectué dans le milieu de culture. Véhicutecyclodextrine (1 mg/mL). Les
résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM

6.3 Effet sur la fragmentation nucléaire

Le processus de mort par apoptose se caractérise pamdensation de la chromatine, la
rupture de la membrane nucléaire et une fragmentation du noyau (caryorrhexis). Afin de
déterminer le type de mort. Les noyaux des SK-N-BE traitées ou non par les AGs ont subi une
coloration au Hoechst 33342 et ont été observés au microscope a fluorescence. Les images
obtenues sont présentées dEnBigure 54.Les images des noyaux de cellules traitées avec
10 uM d’AGs ne montrent aucune modification comparativement aux cellules controles et
aux cellules traitées par I’a-cyclodextrine. Les noyaux gardent leur forme ronde et ne
présentent ni marginalisation de la chromatine, ni condensation, ni fragmentation
caractéristiques de D’apoptose. Ces observations sont en accord avec celles faites par
microscopie électronique a transmission qui n’ont pas révélés de noyaux évoquant des

cellules apoptotiques.

6.4. Effet sur ’induction de cellules en Subs1

Les cellules en Sub-G1 sont des cellules apoptotique, caractérisées par une
condensation et/ou wune fragmentation nucléaire associée a une fragmentation
internucléosomale de I’ADN. Les cellules SK-N-BE traitées ou non par les AGTLCs ont subi
une coloration a I’IP et ont été analysées au cytométre en flux. Le pourcentage des cellules en

Sub-G1 a été déterminé et les résultats obtenus sont présentéete deatdeau 3.
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Controle

€22:0 (10 M) €24:0 (20 M)

€26:0 (10 pM)

Figure 54: Caractérisation de la mort cellulaire induite par les AGTLCs par coloration
nucléaire au Hoechst 33342.es cellules SK-N-BE ont été ont été traitées ou non par les
AGs (C22:0, C24:0 et C26:0) pendant 48 h (10 uM). Apres coloration des noyaux par le
Hoechst 33342, les cellules ont été observée par microscopie a fluorescence. Veéhicule

cyclodextrine (1 mg/mL)

Tableau 3: Evaluation de effet des AGTLCs sur linduction de [’apoptose. Les
pourcentages des cellules en Sub-G1 et des cellules apoptotiques ont été déterminés sur des
cellules SK-NBE traitées avec les AGS eolorées respectivement avec I'IP et le Hoechst

33342.
Controle / C22:0 C24:0 C26:0
Véhicule
Concentrations en AG 5uM | 10uM [ 5uM | 10 uM | S5puM | 10 uM
% de cellules apoptotiques ND ND ND ND ND ND ND
21/
% de cellules en Sub-G1 341 8+x1| 5+1 (5+2 | 7+£3 | 9+1 | 94
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Le traitement des cellules SK-N-BE avec les AGTLCs a 5 et 10 uM pendant 48ehdéve
légéres variations du pourcentage des cellules erGSubdicatrices d’une mort par apoptose
avec les différentes coentrations. Ceci est en accord avec 1’observation des noyaux des

cellules apres coloration au Hoechst

Il Evaluation des effets de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0) sur le stress oxydatif et

PPinflammation
1 Effet sur le stress oxydatif

Le stress oxydatif est considéré comme un événement potentiellement déclencheur de
la MA. Cela a conduit a préciser I’impact de C22:0 et des AGTLCs (C24:0 et C26:0) sur le

stress oxydatif par I’intermédiaire de différents marqueurs.
1.1 Evaluation de la surproduction d’espéces radicalaires de I’oxygéne

La production des ERO par les SK-N-BE a été mesurée apres traitement ou non des
cellules par les AGTLCs. La sonde@CFDA a été utilisée compte tenu de sa capacité a
pénétrer dans la cellule et a générer une molécule fluorescente apres réaction avec les ERO
(essentiellement radical hydroxyl et peroxynitrite). L’intensit¢ moyenne de fluorescence
(IMF) est proportionnelle a la quantit¢é d’ERO par cellule. Les cellules SK-N-BE cultivées
dans des plagues de 12 puits ont étéétraitvec les AGTLCs a 10 ou 20 uM d’AGTLCs
pendant 48 h. Ensuite, une coloration glDEF-DA a été réalisée sur les cellules mises en
suspension et celles-ci ont été analysées au cytometre en flux. Les résultats sont présentés
dans laFigure 55,
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Figure 55: Mesure de la production des ERO parnBICFDA. Les SK-N-BE non traitées ou
traitées avec ['a-cyclodextrine ou un AG pendant 48 h ont subi une coloration.@CHDA

et ont été analysées par cytométrie en flux. Les résultats sont présentés sous forme de
pourcentage par rapport au contréle. Véhicule-cyclodextrine (I mg/mL). L’ analyse des
données a été faite par le test Mann Whitney * p<0,05.

L’analyse par cytométrie en flux ne montre pas de différence significative de I'IMF
entre cellules controles et cellules traitées avec 1’a-cyclodextrine (vehicule).
Comparativement a I’IMF dans les cellules traitées par 1’a-cyclodextrine, une augmentation
significative de cette derniere est observée en présence des trois AGTLCs a 1Mel20 u
pourcentage d’augmentation de I’IMF par rapport au contrdle est respectivement de 140, 190

et 200 en présence de C22:0, C24:0 et C26:0 a 10 uM. A 20 uM, le pourcentage par rapport
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au contrdle (240) est le plus important pour C22:0. Les effets de C24:0 et de C26:0 a 20 uM

sont semblables a ceux observés a 10 uM.

1.2. Evaluation de laproduction de monoxyde d’azote

L’impact des AGTLE sur la production du monoxyde d’azote (NO) dans les cellules
SK-N-BE a été mesuré apres coloration au DAF-FM diacétate. Cette sonde réagitN@ec le
pour former un composé fluorescent dont I’intensité de fluorescence refléte la quantité de NO
présente dans la cellule. Les cellules SK-N-BE cultivées dans des plaques de 12 puits ont été
traitées ou non avec les AGTLCs a 5, 10 ou 20 uM pendant 48 h. Une analyse au cytometre
en flux des cellules mises en suspension et colorées avec la sonde a été réalisée. Les résultats

sont présentés dansHaure 56.
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Figure 56: Mesure de la production d&lO. Les SK-NBE ont été traitées ou non avec l’a-
cyclodextrine ou avec un AG. Aprés 48h de traitement, une coloration au DAF-FM diacétate
et une analyse par cytométrie en flux ont été réalisées. Les résultats sont présentés sous forme
de pourcentage de I'IMF par rapport au contréle. Véhicule : a-cyclodextrine (1 mg/mL).
L’analyse des données a été faite par le test Mann Whitney * p<0,05.

De légeéres variations du pourcentage de I’'IMF par rapport au contréle sont observées
avec les AGs aux différentes concentrations. Une augmentation significative du pourcentage

(125%) n’est révélée qu’avec le C22:0 a 20 uM.
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1.3. Evaluation de la production du peroxyde d’hydrogéne

La production de peroxyde d’hydrogéne (H2O,) par les cellules SK-N-BE traitées par
les AGTLCs a été mesurée aprés coloration a la Dihydrorhodamine 123 (DHR123). Cette
sonde péneétre facilement dans la cellule et les compartiments intracellulaires ou elle est
oxydée par kO, pour former un composé fortement fluorescent : la rhodamine 123. Les
cellules SK-N-BE cultivées en plaques 12 puits ont été traitées avec les AGTLCs a 5, 10 ou
20 pM pendant 48 h. Une coloration a la DHR123 a été réalisée sur les cellules mises en
suspension et ces dernieres ont été analysées au cytometre en flux. Les résultats sont présentés

dans laFigure 57.
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Figure 57: Mesure de la production du peroxyde d’hydrogéne. Les SK-N-BE ont été traitées

ou non avec [’a-cyclodextrine ou avec un AG. Aprés 48 h de traitement, une coloration a la
DH123 et une analyse par cytométrie en flux ont été réalisées. Les résultats sont présentés
sous forme de pourcentage de [I'IMF par rapport au controle. Véhicule :
a-cyclodextrine (I mg/mL). L’analyse des données a été faite par le test Mann Whitney *

p<0,05.
Le dosage du D, révele de Iégéres augmentations suite au traitement avec le C22:0
et le C26:0 a I’exception du C26:0 a 10 uM ou I’augmentation s’est révélée significative. En

revanche, le C24:0 induit une surproduction de ce radical libre a partir de 5 uM d’AGTLC.

1.4. Evaluation de la production d’anions superoxydes intracellulaires et

mitochondriaux

Les anions superoxydes produits par les cellules SK-N-BE traitées ou non par les
AGTLCs ont été mesurés au niveau intracellulaire et mitochondriale aprés coloration
respective avec la DHE et le MitoSOX. La DHE est un composé non-fluorescent qui apres sa
diffusion a travers la membrane cytoplasmique est oxydé en un composé fluorescent sous

I'action d' Q" ; le composé fluorescent généré permet de quantifier le pourcentage de cellules
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fluorescentes par analyse au cytométre en flux. Le MitoSOX est une sonde spécifique de la
mitochondrie qui permet de détecter la production d& niveau de cet organite.

Les cellules SK-N-BE cultivées en plagues 12 puits ont été traitées ou non avec les
AGTLCs a 5, 10 ou 20 uM pendant 48 h. Une coloration DHE ou MitoSOX a été réalisée sur
les cellules mises en suspension et celles-ci ont été analysées au cytometre en flux. Les

résultats sont présentés danbkizure 58,
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Fiqure 58: Mesure de la production d’anions superoxydes intracellulaires et
mitochondriaux. Les SK-NBE ont été traitées ou non avec [’a-cyclodextrine (1 mg/mL) ou
un AG. Apreés 48 h, une coloration au DHE ou au MitoSOX et une analyse par cytométrie en
flux ont été réalisées. Les résultats sont présentés sous forme de pourcentage de cellules
positives par rapport au contrdle. Véhiculex-cyclodextrine (I mg/mL). L’analyse des
données a été réalisée par le test Mann Whitney * p<0,05.

Les résultats de 1’analyse par cytométrie en flux des cellules colorés au DHE montrent
une augmentation significative du pourcentage des cellules DHE positives aprés traitement
avec les différents AGTLCs a 10 et 20 uM. Ceci reflete essentiellement une surproduction
intracellulaire des anions,O Le pourcentage de cellules positives par rapport au contrble est
de 160, 140 et 149 respectivement avec le C22:0, C24:0 et C26:0 a 10 uM; ce pourcentage

passe a 245, 240 et 160 a 20 uM. A 5 pM, aucune augmentation n’est observée.

L’analyse des cellules colorées au MitoSOX montre une augmentation du pourcentage

des cellules MitoSOX positives en présence d’AGTLCs. Comparativement au véhicule, cette
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augmentation est significative a 10 et 20 uM de traitement avec les trois AGTLCs (C22:0,
C24:0 et C26:0). Le pourcentage est de 110, 120 et 105 avec 10 pM de C22:0, C24:0 et
C26:0 ; ce pourcentage passe a 127 avec C22:0 a 20 uM et a 125 avec C24:0 et C26:0 a 20
uM de traitement avec le C22:0 et le C24:0 et le C26:0. Aucune variation n’est observée pour

les cellules traitées aveq®1 d’AGTLCs.

1.5. Effets de C22:0, C24:0 et C26:0 sur le taux de GSH intracellulaire

Puisque le stss oxydatif résulte d’un déséquilibre de la balance antioxydant / pro-
oxydant, soit par un déficit en amttydants ou par une surproduction d’ERO et/ou ERN, il
était important de préciséteffet des AGTLCs sur le taux d’anti-oxydants intracellulaires et
en particulier sur celui de GSH qui est I’anti-oxydant intracellulaire majoritaire. La mesure de
la production de cet agent réducteur a été réalisé par coloration des cellules au
monochlorobimane (MCB) ayant la caractéristique de se complexer a la fonction thiol (-SH)
du résidu cystéine du GSH (tripeptide : glutamine-cystgipene) conduisant a 1’émission
d’une fluorescence bleue sous excitation UV. Les cellules SK-N-BE cultivées en plaques 12
puits ont été traitées ou non avec les AGTLCs a 5, 10 ou 20 uM pendant 48 h. Une coloration
au MCB a été réalisée sur les cellules mises en suspension qui ont été déposées sur lame de
microscope par cytocentrifugation. Les lames ont été observées au microscope a fluorescence
et les cellules MCB positives et négatives ont été comptées. Les résultats sont présentés dans

le Tableau 4

Tableau 4: Mesure du GSH intracellulaire par coloration au MCBLes cellules MCB
positives ont été quantifiées par microscopie a fluorescence apres 48 h de culture avec ou
sans AGTLE (5, 10 et 20 uM). L’analyse statistique a été faite par le Test Mann Whitney.

* P<0,05 (La différence entre essai et véhicule est significative). Véhiaubgclodextrine.

C22:0 C24:0 C26:0

Paramétres

Véhicule 5 5

Contréle 1 o 10uM | 20uM e 10uM | 20uM | 5 uM | 10uM | 20uM

mg/mL - -

% de cellules 88 a0 82 62 40 55 50 30 65 70 45
MCB positives + + + + + + + + + + +
5 10 10 8" | 100 | 97| 7 10" | 10° 5 8"
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L’analyse des cellules positives au MCB montre une diminution du pourcentage des
cellules MCB positives en présence d’AGTLCs. Comparativement au véhicule, cette
diminution est significative des 5 uM de traitement avec le C24:0 et le C26:0 et a partir de 10
UM avec le C22:0. Le pourcentage de cellules MCB positives est de 90% dans le véhicule ; il
est de 82, 55 et 65% avec 5 uM de C22:0, C24:0 et C26:0; ce pourcentage passe a 62, 50 et
70% avec les AGTLCs a 10 pM. A 20 pM de traitement, avec le C22:0 et le C24:0 et le
C26:0 ces pourcentages sont respectivement de 40, 30 et 45. Aucune variation significative

n’est observée pour les cellules traitées avec le véhicule par rapport au controle.

1.6. Effet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur la production de marqueurs de la

peroxydation lipidique
1.6.1. Effet sur la production d’oxystérols

L’auto-oxydation du cholestérol par des espéces radicalaires est a 1’origine de la
production des dérivés oxydés du cholestérol aussi appelés oxystérols. Les dérivés issus de
’auto-oxydation sont ceux oxydés sur le carbone 7 du cholestérol. L’évaluation de I’effet pro-
oxydant des AGTLCs et leur capacité a induire une peroxydation des lipides a été gaaluée
CPG/SM apreés traitement des cellules SBEBlavec 10 uM d’AGTLCs pendant 48 h. Les

résultats de I’analyse sont présentés dans le Tableau 5

Tableau5: Effet des AGTLG sur les taux d’oxystérols pour appréhender la peroxydation
lipidique. Les taux d’oxystérols en C7 ont été quantifiées par CPG/SM aprés 48 h de culture
avec ou sans AGTLsGi 10 uM. L analyse statistique est faite par le Test de Mann Whitney
(*P<0,05 : la différence entre essai et véhicule est significative).Véhieutsclodextrine.

700H 70H 7-cétocholésterol| Peroxydation lipidique
pmoles/cellule| pmoles/cellule| pmoles/cellule (x 1000)

controle 23,50+ 4,22 | 25,04 +1,90 83,33+ 4,25 3,04 £0,41
(Y?:g/:#:ﬁ) 26,07 +6,60 | 2545+2,08 | 113,21 +19,77 2,98+0,15
C 22:0 *
10 uM 28,75+4,14 | 26,71+0,59 | 135,33 + 46,28 3,53+0,08
C 24:0 *
10 uM 31,20+ 4,14 | 26,71+2,39 | 175,09 +80,18 3,80 + 0,20
C 26:0 2 + + + + i
10 uM 7,68+7,11 | 26,29+4,01 | 122,04 14,92 4,19+ 0,88
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Le traitement par les AGTLCs montuee augmentation du taux d’oxystérols dans les
cellules ainsi que du rapport entre le taux des dérivées oxydés du cholestérol en C7 dans les
cellules traitées et le taux du cholestérol dans ces cellules (I’augmentation de ce rapport est
significative). Ce rapport de 2,98 dans le véhicule passe a 3,53 ; 3,8 et 4,19 dans les cellules
traitées avec C22:0, C24:0 et C26:0.

1.6.2. Effet sur la production de 4-hydroxynonénal (4-HNE)

L’oxydation des acides gras peuvent conduire a la formation d’aldéhydes parmi
lesquels on peut citer le KNE. Pour évaluer I’incidence du traitement aux AGTLCs sur la
production de 4-HNE, les cellulédK-N-BE, traitées avec les AGTLCs a 5, 10 et 20 uM
pendant 48 h, ont été mises en suspension par trypsination puis un immunomarquage a été
réalisé. Les cellules ont ét¢ incubées avec I’anticorps primaire dirigé contre le 4-HNE et avec
I’anticorps secondaire couplé a I’Alexa 488. L’analyse de la fluorescence émise par les
cellules par cytométrie en flux a permis de quantifier le 4-HNE et ses adduits. Leastgésult

sont présentés dalesFigure 59
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Figure 59 Mesure du taux de 4-HNE dans des cellul8&-N-BE traitées par les AGTLCs.

Les SK-NBE ont été traitées en absence ou en présence d’a-cyclodextrine (1 mg/mL) ou d’'un

AG a 5, 10 ou 20 uM. Aprés 48 h de traitement, un dosage du 4-HNE par cytométrie en flux
dans les cellules a été realisé apres immunomarquage indirect. L’analyse statistique est faite

par le Test de Mann Whitney. (* P<0,05: la différence entre essai et véhicule est
significative).
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Les résultats de I’analyse par cytométrie en flux des cellules montrent de 1égéres
augmentations du pourcentage de ’intensit¢ moyenne de fluorescence aprés traitement des
cellules avec le C22:0 et le C24:0, comparativement au véhicule. Cette augmentation est
significative quand les cellules sont traitées avec le C26:0 a 10 et 20 uM. Ceci reflete une
surproduction et une accumulation intracellulaire du 4-HNE. Ces résultats indiquent une

peroxydation lipidique des acides gras avec le C26:0.

2. Evaluation de ’effet de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0) sur les marqueurs de

I’inflammation

2.1. Effet sur la production de cytokines quantifiée par analyse multiplexe par

cytométrie en flux

Les cytokines IL6, IL8, ILB, IL10, TNFw, IL12 p70 ont été quantifiées dans le
milieu de culture des cellules SK-N-Baitées ou non par 1’a-cyclodextrine ou avec les
AGTLCs a 5 et 10 uM pendant 48 h. Dans ces conditions, par rapport aux cellules non
traitées, aucune augmentatida sécrétion de ces cytokines n’a été observée avec I’a-
cyclodextrine. Par ailleurs, en comparant les cellules traitées aux A{pbkCapport a 1’a-

cyclodextrine, aucune sécrétion de cytokines n’a été mise en évidence (résul

2.2. Effet sur la production de LTB-4 et de 15-(S)-HETE

Les leucotrienes sont des intermédiaires époxydes instables issus de la transformation
de I’acide arachidonique. Le leucotriecne B4 (LTB-4) est I’un de ces leucotrienes. Il est formé
via la voie de la 15-lipooxygénase et il a des actions pro-inflammatoires multiples. De méme,
I’acide 15-hydroxyeicosatetraénoique ou 15 EHTE est le dérivé hydroxy majeur de I’acide
arachidonique suite a ’action de la 15-lipooxygénase.C'est aussi l'acide monohydroxy
principal synthétisé par l'activité lipooxygénase de la Cyclooxygénase-1. Il stimule
l'immunodépression, régule les lymphocytes T et stimule la néo-vascularisation et la
migration de cellules endothéliales. Pour évaluer 1’incidence du traitement aux AGTLCs sur
la production de LTB-4 et de 15-(S)-HETE par les cellules SK-N-BE, traitées avec le C24:0
et le C26:0 a 5, 10 et 20 uM pendant 48 h, un dosage colorimétrique a été realisé. Les

résultats sont présentés démfigure 60.
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Figure 60: Mesure des taux de LTB-4 et de 15(s)-HETE dans des cellules SK-N-BE traitées
par les AGTLCsLes SK-NBE ont été traitées en absence ou en présence d’a-cyclodextrine
oud'un AGTLCs a 5, 10 ou 20 pM. Apres 48h de traitement, un dosage du LTB-4 et du 15(s)-
HETE dans les milieux de culture a été réalis@mnbllyse est faite par le Test de Mann
Whitney. (* P<0,05 : la différence entre essai et véhicule est significative).

Le traitement par les AGTLCs montre une augmentation significative du taux du LTB-
4 dans les cellules traitées avec le C24:0 a 5 uM et avec le C26:0 a 5uM comparativement a la
concentration de véhicule correspondant (0,25 mg/mL). Le taux de LTB-4 de 240 pg/mL dans
le véhicule passe a 300 et 344 pg/mL respectivement avec le C24:0 et le C26:0 a 5 pM. Le
traitement avec les AGTLCs a 10 et 20 uM révele de Iégere surproduction de ce leucotriene

en comparaison avec le véhicule correspondant (0,5 et 1 mg/mL).

Le dosage du 15(S-) HETE montre de légéres variations de sa sécrétion, suite au
traitement avec les AGTLCs. A 5 uM de traitement avec le C24:0 et le C26:0, une
augmentation est observée alors qu’une diminution du taux du 15 (S) ~-HETE est révélée a 10
UM comparativement au véhicule correspondant (0,5 mg/mL). Ainsi, Le taux de 3245 pg/mL
dans le véhicule passe a 3965 et 4069 avec les AGTLCs a 5 uM et a 4058 et 2952 pg/mL avec
10 uM en comparaison avec le taux dans le véhicule (0,5 mg/mL) qui est de 5324 Ag/mL.

20 uM d’AGTLCs, le taux du 15 (S)HETE est peu varié par rapport au véhicule (1 mg/mL).
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II'l Incidence de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0) sur les marqueurs de la maladie

d’Alzheimer
1. Effet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur le taux de la protéine Tau totale et phosphorylée

Les cellules SK-N-BE cultivées en plaques 12 puits ont été traitées ou non avec les
AGTLCs a 10 puM pendant 48 h. Un dosage colorimétrique de la protéine Tau totale et
phosphorylée a été réalisée sur les extraits protéiques. Les résultats normalisés par rapport a la
guantité de protéine totale sont présentés daRgure 61. Le dosage des taux de la protéine
Tau totale et phosphorylée dans des cellules SK-N-BE traitées par les AGTLCs montre une
augmentation du taux de la protéine Tau phosphorylée dans les cellules traitées avec le C24:0

et le C26:0 a 10uM comparativement au véhicule.
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Figure 61: Quantification de la protéine Tau totale et phosphorylée dans des cell8les

N-BE traitées parC22:0, C24:0 ou C26:0.es SK-N-BE ont été traitées en absence ou en
présence d’a-cyclodextrine (véhicule I mg/mL) ou d'un AG & 10 uM. Aprés 48 h de
traitement, un dosage de la protéine Tau totale et phosphorylée sur des extraits protéiques a
été réalisé.A) concentration de la protéine phosphoryl&). concentration de la protéine

Tau totale.C) rapport entre Tau phosphorylée et totale. L analyse statistique est faite par le

Test de Mann Whitney. (* P<0,05 : la différence entre essai et véhicule est significative).
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2. Effet de C22:0, C24:0 et C26:0 sur le taux d’Ap1-42

Les cellules SK-N-BE cultivées en plagues 12 puits ont été traitées ou non avec les
AGTLCs a 10 uM pendant 48 h. Un dosage colorimétrique d’APi14, a été réalisé dans le

milieu de culture. Les résultats sont présentés ldarigure 62.
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Figure 62: Mesure du taux d’Ap:14, dans des cellules SK-N-BE traitées par C22:0, C24:0
et C26:0.Les SK-NBE ont été traitées en absence ou en présence d’a-cyclodextrine (1
mg/mL) ou d’'un AG a 10 uM. Apres 48 He traitement, un dosage de I’Af14> dans le milieu
de culturea été réalisé. L’analyse statistique est faite par le Test de Mann Whitney. (*
P<0,05: la différence entre essai et véhicule est significative).

[ABaz] pg/mi

Le traitement par les AGTLCs montre une augmentation significative du taux
d’AB142 avec le C24:0 a 10 uM, comparativement au véhicule. Le taux d’AB;42 est de 5,3
pg/ml dans le véhicule ; il passe a 5,65 pg/mL avec le C24:0 a 10 pM. Les traitements avec
C22:0 et C26:0 a 10 pM révelent de légerespreductions d’APi42 qui sont non
significatives.

3. Effet de C22:0, C24:0 etdu C26:0 sur le taux de 24S-hydroxycholestérol et
I’expression de CYP46

Puisque D’excés de cholestérol au niveau des neurones est converti en 24S-
hydroxycholesterol (240HC) via CYP46 et que le taux de ce dérivé du cholestérol est
diminué chez les malades atteints de MA, un dosage de 240HC a été réalisé par CPG/SM sur
les cellules SK-N-BE traitées ou non avec les AGTLCs a 10 uM pendant 48 h. Ledgésulta
sont présentés dans Fgure 63 Le dosage du 240HC montre de |égéres variations non

significatives a 10 uM de traitement avec les difféerents AGIILC
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Figure 63: Mesure du taux du 240HC dans les cellules SK-N-BE. taux d40OHCa éte
guantifié par CPG/SM apres 48 h de culture avec ou sans AGELD uM. L’analyse
statistique a été faite par le Test de Mann Whitney.

Cette absence de différence de 240HC entre cellules traitées ou non par lE8sAGT

est en accord avec I’absence de différence d’expression de CYP46 dans les différentes

conditions de culture.

4. Evaluation par RT-gPCR des effets de C22:0, C24:0 et C26:0 sur le niveau
d’expression de géne associés a la maladie d’Alzheimer : APP, a-sécrétase et f3-

sécrétase.

La quantification de I’expression de certains genes impliquée dans la physiologie de la
MA et en particulier dans la voie de synthése de I’amyloide p (APP, a-sécrétase ep-
sécrétase) a été réalisée par RT-gPCR sur des cSkHBSBE traitées avec les AGTLCs a
10 uM pendant 24 h. Comparativement aux cellules mises en présence d’a-cyclodextrine,
I’analyse des résultats des cellules traitées par les AGTLCs ne révele aucun effet significatif
sur le niveau d’expression de ces génes (résultats non montrés). Les Ct des cellules contrbles

sont de 21,2 de 22,2 et def#&spectivement pour I’APP, la B eta- sécrétase.

IV Evaluation de I’'implication d’Ap1-40 dans I’accumulation de C22:0 et d’AGTLCs
(C24:0, C26:0)

1. Effet d’AP 140 sur la prolifération cellulaire et le métabolisme mitochondrial

Diverses études ont monti vitro une toxicité de I’AB libre ou agrégé et d’autres

protéines amyloidogéniques sur des neurones en culture. Dénplisgy, chez la souris, des
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injections intracérébrales de ces composés ont révélé des impacts sur le métabolisme

cellulaire, le fonctionnement des synapses et 1’organisation du cytosquelette.

Dans cette étude, une évaluation de la toxidi#€p 140 oligomérisé a été réalisé sur les
cellules SK-NBE. L’influence de ce peptide a été précisée sur la prolifération, sur le
métabolisme mitochondrial ainsi que sur 1’accumulation intracellulaire d’AGTLCs et de

dérivés oxydés du cholestérol.

La capacité d’AP14o @ induire une mortalité cellulaire a été évaluée par le test MTT qui
refléte Iactivité de la succinate déshydrogénase mitochondriale et par le dosage de I’activité

LDH libérée dans le milieu de culture. Les cellules ISB-E ont été cultivées pendant 24 et
48 h en présence d’APi40 utilisé a 10, 20, 50 ou 100 uM pour réaliser le test MTT. Les
cellules ont été cultivées pendant 24 et 48 h en présence d’AP14o utilisé a 10 UM pour réaliser

le test LDH. Les résultats de ces dosages sont présentés Bansda64 A et B
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Figure 64 : Evaluation des effets d’Af1.40sur la prolifération cellulaire et le métabolisme

mitochondrial (test MTT, dosage de I’ATP) et sur la mortalité cellulaire (activit¢ LDH). Les
cellules SK-NBE ont été cultivées en absence (contréle) ou en présence d’Af1-40 Utilisé a 10,
20, 50 et/ou 100 uM. Le test MTT, le dosage de I’ATP ainsi que de [’activité LDH ont été
réalisés apres 24 et/ou 48 h de traitement. L’analyse des données a été faite par le test de
Mann Whitney. La différence significative entre contrble et celluléges avec [’Af1-40 €St
indiquée par * P< 0,05.

Apres traitement des SK-RE avec I’ABi40a 10, 20, 50 et 100 uM a 24 et 48 h une
diminution significative du pourcentage de cellules MTT positives (cellules ayant une activité
succinate déshydrogénase diminuée) est observée par rapport au contréle. Cette diminution

est plus marquée a 24 h de traitement avec I’AP1.40 €t €elle est stable a des concentrations
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supérieure a 10 pMinsi, a 24 h de traitement, le pourcentage pdest00 a 70% a 10 uM,
puis a 50% avec 20, 20 100 uM d’AP1-40(Figure 64 A).

Sur les extraits des cellules SKB¥ traitées avec 10 uM d’Ai-40pendant 48 h, une
mesure du taux d’ATP a été réalisée (Figure 64 B). Dans ces conditions, une augmentation

significative du taux d’ATP a été révélée par rapport au controle.

Le dosage de I’activit¢ LDH dans le milieu de culture collecté aprés traitement des
SK-N-BE avec 10 uM d’AP140pendant 24 et 48 mmontre une augmentation de cette activité
aprés 48h de traitement alors qu’elle est inchangée apres 24 h. Ainsi, 1’activité de 19 pU dans

le controle passe a 22 uU pour I’AB140 2 10 uM Figure 64 C).

2. Effet de I’Ap1-40 sur ’accumulation de lipides : C22 :0, AGTLCs (C24:0, C26:0),

cholestérol et oxystérols

Les effets d’APi40 sur I’accumulation de lipides ont été mesurés en prenant en compte
différents acides gras (en particulier C22 :0 et AGTLCs (C24:0 et C26:0)) et des oxystérols
afin d’évaluer si ’activité d’AB140 pouvait i) altérer le métabolisme peroxysomal et ii)
impliquer le C22:0 et les AGTLC$#C24:0 et C26:0) ou les oxystérols comme seconds
messagers. Ainsi, les cellules ont été incubées pendant 48 h avec I’ ABi140€t une quantification

des acides gras et des oxystérols par CPG/SM et a eu lieu. Les résultats de cettesanialy
présentés dansddableau 6A etB.

Le traitement des SK-N-BE pal’ ABi40 pendant 48 h montre une augmentation des
quantités de tous les acides gras dosés. Cette augmentation n’est significative que pour le
C20:4, le C22:0 et le C22:6 (DHA). En effet, les taux de C22:0, de C24:0 et de C26:0 qui sont
de 1,57x10, 1,38x10® et de 7,63x18 nmoles/cellule dans les cellules contrdles passent a
2,04x10°, 1,75x1@ et 9,46x10 nmoles/cellule dans les cellules traitée avec I’AB140a 10

uM. L augmentation la plus importante est observée pour I’acide arachidonique (C20:4).

De méme, une augmentation de la quantité de DHA et de son précurseur (C24:6) a été révelée
dans les cellules traitées. Les taux de ces deux acides gras respectivement d& 2{55x10
2,74x10® nmole&ellule dans les cellules contréles passent a 3;6xd40a 3,19x18

nmoles/cellule dans les cellules traitées.
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Tableau 6: Evaluation des effets de I’ A4 sur le profil d’acides gras et sur la production
d’oxystérols.Les cellules SKNB-E ont été cultivées pendant 48h en absence (contrdle) ou en
présence d’AB140 (10 UM ; 48 h). Un dosage des acides gras et des oxystérols a été réalisé
par CPG/SM.

C20:4 €22:0 C22:6 C24:0 C24:6 C26:0
A ) nmoles/cellule nmoles/cellule | nmoles/cellule | nmoles/cellule | nmoles/cellule | nmoles/cellule
Controéle 1,53x10-08 1,57x100 2,55x10°07 1,38x108 2,74x10°08 7,63x10°0°
+ + + + + +
1,77x10707 2,42x107? 4,42x10"% 2,16x10"? 4,89x10°"° 1,13x10™
Abetal-40 8,11x1006 2,04x100 3,67x10°07 1,75x10708 3,19x1008 9,46x10°0°
(1opM) + . + . + . + + +
1,79x10°07 1,36x10? 7,02x1008 2,85x10°° 3,04x10°0° 2,02x10°"
7a-OH 78-OH 7cétocholéstérol 24s0H Oxystérols/
pmoles/cellule pmoles/cellule pmoles/cellule pmoles/cellule Cholestérol
B) 1,97x10° 2,50x10°0¢ 7,89x10°%¢ 6,64x10°07 9,67x100%%
Controle + + + + +
4,69x10°"7 3,46x10°"7 1,14x10°07 1,38x10707 1,57x1070%
2,08x10°0 3,50x100¢ 8,93Ex10-08 7,79x10°07 1,52x1097
Abetal-40 + + 4 + +
(10pM) 3,84x107 2,86Ex1007 1,37x100 * 1,18x107 3,74x100 *

L’analyse des données a été faite par le test de Mann Whitney. La différence significative

entre contrdle et cellules traitées aveg; 4 est indiquée par * P< 0,05

Par ailleurs, comparativement aux cellules contréle, le dosage de dérivées oxydées du
cholestérol montre une augmentation de leur quantité dans les cellules traitées. Cette
augmentation est significative pour le 7-cétocholestérol dont la quantité passe de %,89x10
pmoles/cellule dans les cellules contrdles & 8,93°xiMoles/cellule aprés traitement. De
plus, le calcul du rapport entre le taux des oxystérols et le taux du cholestérol dans les deux
conditions montre une augmentation significative de ce rapport témoignant d’une
peroxydationplus importante des lipides aprés traitement avec 1’APi40. Ce rapport de
9,67x10° pmoles/cellule dans les cellules contrdles passe a 1,52pr6les/cellule suite au

traitement.
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V. Effets du DHA sur la toxicité de C22:0 et des AGTLCs (C24:0, C26:0)
1. Effets du DHA sur la prolifération cellulaire

Le DHA (C22:6, n-3) est un acide gras polyinsaturé appartenant a la famille des acides
gras oméga 3. Le taux de cet acide gras est diminué dans le cerveau et |lelptapatents
atteints de MA. Une évaluation de la capacité du DHA a s’opposer aux effets toxiques des
AGTLCs a été réalisée 1’utilisant a différentes concentrations sur cellules SK-N-BE traitées
ou non par les AGTLCs. La capacité du DHA a rétablir la prolifération cellulaire a été évaluée
par un test MTT sur les cellules traitées ou non avec 1’a-cyclodextrine ou par un AGTLC (5,

10 ou 20 pM) combiné ou non avec le DHA (50, 100 et 150 uM) pendant 48 h. Les résultats
sont présentés dansHaure 65.

Le traitement des SK-N-BE avec les AGTLCs utilisés a 5, 10 et 20 M montre une
diminution du pourentage des cellules MTT positives reflétant une diminution d’activité
succinate déshydrogénase. Avec le DHA seul, une légere augmentation du pourcentage de
cellules MTT positives est révélée a 100 uM de traitement. La combinaison du C22:0 a 5, 10
et 20 uM avec les différentes concentrations de DHA montre une augmentation du
pourcentage des cellules MTT positives par rapport au traitement avec les AGTLCs seuls.
Cette augmentation est significative pour le C22:0 (5 et 10 uM) combiné au DHA (50 uM),
pour le C22:0 (10 et 20 uM) combiné au DHA a 100 uM ainsi que pour le C22:0 a 20 uM
combiné au DHA utilisé a 150 uM.

Un traitement simultané des cellules avec le C24:0 a 10 et 20 uM et avec le DHA a 50
UM induit une augmentation significative de la viabilité cellulaire par rapport au traitement
avec le C24:0 seul. Avec le C24:0 a 5 uM, aucun effet notable du DHA a 50 uM n’est
observé. Le DHA utilisé a 100 uM en combinaison avec le C24:0 utilisé a 5 et 10 uM
s’oppose a la cytotoxicité du C24:0. A 150 uM, le DHA utilisé avec le C24:0 a 5, 10 et 20 uM
s’oppose aussi a la toxicité de cet acide gras. Le C26:0 utilisé en combinaison avec le DHA a
différentes concentrations rétablit la viabilité cellulaire altérée par le C26:0. En effet, a 50 uM
de DHA et en présence de C26:0 a 5 ou 20 uM, la viabilité augmente significativement par
rapport au traitement par le C26:0 seul. Le DHA utilisé & 100 uM en combinaison avec le
C26:0 utilisé a 10 et 20 uM s’oppose a la toxicit¢ du C26:0. A 150 uM de DHA en présence
de C24:0 a 20 uM, le pourcentage de viabilité augmente significativement comparativement

au pourcentage observé avec les cellules traitées par le C26:0.
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Figure 65: Evaluation de ’effet du DHA ’activité mitochondriale et/ou la prolifération des

cellules traitées par les AGTLCd.es cellules SK-N-BE ont été cultivées en absence
(controle) ou en présence d’a-cyclodextrine (1 mg/ mL) ou d’'un AGTLC utilisé a 5, 10 ou 20

UM seul ou combiné au DHA (50, 100 et 150 uM). Apres 48 h de traitement, un test MTT a
été réalisé. L’analyse des données a été faite par le test de Mann Whitney. Des différences
significatives (P< 0.05) entre véhicule et cellules traitées sont indiquées par * ; celles entre
AGTLCs (5 uM) et AGTLCs (5uM) associé au DHA (50, 100 et 150 uM) sont indiquées par
t; celles entre AGTLCs (10 uM) et AGTLCs (10 uM) associé au DHA (50, 100 et 150 pM)
sont indiquées pa# ; celles entre AGTLCs (20 uM) et AGTLCs (20 uM) associé au DHA
(50, 100 et 150 uM) sont indiquées par
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2. Effet du DHA du DHA sur le stress oxydatif

Le pouvoir antioxydant du DHA a été mesuré par coloration ADCIHDA sur les
cellules SK-N-BE traitées ou non avec 1’a-cyclodextrine ou avec un AGTLC (5, 10 ou 20
HM) seul ou en combinaison avec le DHA (50, 100 et 150 uM) pendant 48 h. Les résultats

sont présentés sous forme de pourcentages par rapport au controleHigun® |66.

L’analyse par cytométrie en flux montre que comparativement aux cellules traitées par

I’a-cyclodextrine, une augmentation significative de I’IMF est observée en présence des trois

AGTLCs a 5, 10 uM. A 5 uM, le pourcentage de I’'IMF par rapport au contrdle, qui était de

100 dans le véhicule, passe a 240 et 325 en présence respectivement de C22:0 et de C24:0
alors qu’il reste inchangé en présence de C26:0. Le pourcentage de I'IMF par rapport au

contrble est respectivement de 250, 200 et 300 en présence de C22:0, C24:0 et C26:0 a 10
uM. A 20 uM, ce pourcentage augmente apres traitement au C22:0 alors qu’il diminue avec le

C24:0 et le C26:0. Le traitement des SKBR-avec le DHA (50 et 100 uM) n’induit pas de
modifications de I’IMF comparativement au véhicule. Par contre, a 150 uM de DHA, une

augmentation significative du pourcentage de I’IMF par rapport au controle est révélée.

La combinaison du C22:0 (5 et 20 uM) avec le DHA (50, 100 et 150 uM) montre une
diminution significative du pourcentage de I'IMF comparativement au pourcentage des
cellules traitées avec C22 :0. De méme, la combinaison C24:0 (5 et 10 uM) avec le DHA (50,
100 et 150 uM) révele une diminution significative du pourcentage de I’IMF par rapport a
celui trouvé dans les cellules traitées avec C24:0.

Le DHA utilisé avec le C26:0 révele une diminution significative du pourcentage de
I’IMF pour les conditions suivantes : C26:0 (5 uM) combiné au DHA (50 uM) ; C26:0 (5,10
et 20 uM) combiné au DHA (100 uM) et C26:0 (10 uM) combiné au DHA (150 uM).

L’effet antioxydant le plus marqué du DHA est observeé vis-a-vis du C24:0.
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Figure 66: Evaluation de l’effet du DHA sur la production des ERO dans des cellules

traitées par les AGTLCd.es cellules SK-N-BE ont été cultivées en absence (contréle) ou en
présence d’a-cyclodextrine (1 mg/ mL) ou d’'un AGTLC utilisé a 5, 10 ou 20 uM seul ou en
combinaison avec le DHA (50, 100 et 150 uM). Aprés 48 h de traitement, les cellules ont été
colorées au WDCFDA et analysées au cytométre en flux. L analyse statistique des données a

été faite par le test de Mann Whitney. Des différences significatives (P< 0,05) entre véhicule
et cellules traitées sont indiquées par * ; celles entre AGTLCs (5 uM) et AGTLCs (5uM)
associé au DHA (50, 100 et 150 uM) sont indiquées par t ; celles entre AGTLCs (10 uM) et
AGTLCs (10 pM) associé au DHA (50, 100 et 150 uM) sont indiquéep paelles entre
AGTLCs (20 uM) et AGTLCs (20 uM) associé au DHA (50, 100 et 150 uM) sont indiquées
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B Modeles animaux

La MA se caractérise au niveau du systeme nerveux central par la présence de plaques
séniles constituées de protéines amyloides et de dégénérescence neurofibrillaire comstituée d
protéine tau hyperphosphorylée et de microtubules désorganisées. Ces structures sont
actuellement des signes caractéristiques de larvBiu. Actuellement, 1’étiologie de la MA
est encore mal connue et il serait souhaitable de disposer de marqueurs supplémentaires afin
de mieux comprendre cette pathologie. Dans la MA, un rdle potentiel du peroxysome est
envisagé sur la bask différents résultats obtenus tant chez I’homme (Lizard et al., 2012
que sur des modéles murin€irhini et al, 2009. Cette hypothése a été confortée par
I’identification de taux élevés de C22 :0 et tAGTLCs au niveau des 1ésions corticales chez
des malades atteints de la MZo{ et al., 201) au stade V et VI selon la classification de
Braak & Braak(Braak & Braak, 1991).

Les colorations histologiques classiques a I’hématoxyline/€osine/safran (HES)
permettent difficilement de distinguer des différences entre des cerveaux atteints ou non de
MA (Figure 67).

En utilisant des souris femelles normales et transgéniguB PS1 AE9) agées de
11-12 mois, nous avons recherché sur des coupes sagittales de céjvdasxmarqueurs
conventionnels de la MA (plaques séniles révélées a 1’aide d’anticorps (anti-amyloidesp) ou
de colorations spécifiques (Thioflavine T, Rouge Congo) et dégénérescence neurofibrillaire
révélée a l’aide d’anticorps anti-tau hyper-phosphorylé) ainsi qu2) des marqueurs
peroxysomaux (ABCD3, ACOX1, catalasey) des marqueurs du cytosquelette
(neurofilaments, tubuline, acting)) des marqueurs mitochondriaux (Mitotracker Red, Nonyl
Acridine Orange, cytochrome c) et lysosomaux (Lysotracker, antigene LAMP3) lat
composition en acides gras et en phospholipides a 1’aide de fluorochromes appropriés (Bodipy

et LipidTox).

Les résultats préliminaires obtenus sont présentés.
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Souris sauvage Souris transgénique
APPPS1 AE9
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Figure 67: Coloration hématoxyline-éosine-safran (HES). Coupes sagittales de cerveaux de souris
sauvages (A, B) et transgéniques (APP PS1 AE9) (C, D) au niveau du cortex; femelles de 11-12
mois. Origine des souris: Institut de la Moelle Epiniére et du Cerveau (Marie-Stéphane Aigrot, CHU
Pitie Salpétriere, Paris).

Coupes de 5 pm d’epaisseur.
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Cette démarche avait pour objectifs :

* De préciser si la MA pouvait entrainer des modifications de la quantité de
peroxysomes appréciée par 1’expression d’ABCD3 (protéine majeure de la
membrane peroxysomale) et/ou de I’expression de protéines peroxysomales
intervenant dans la dégradation desTAGs par B-oxydation (ACOX1, catalase).

* D’¢évaluer si les perturbations du cytosquelette susceptibles de modifier le
fonctionnement d’organites (mitochondries, peroxysomes) a méme d’influencer le
développement de la maladie pouvaient étre détectées.

* D’appréhender I’impact de la MA sur les mitochondries et les lysosomes,

* De déterminer I’incidence de la MA sur les modifications en acides gras et en
phospholipides en raison des altérations des profils d’acides gras et de certains
phospholipides (plasmalogénes) rapportés au niveau de |ésmngt(al., 201).

* De définir s’il existe des zones du cerveau pouvant ou non étre plus ou moins

riches en perosysomes.

1. Etude de marqueurs conventionnels de la MA sur coupes histologiques sagittales de

cerveaux de souris transgéniques

Les atteintes cérébrales conventionnelles associées a la MA ont été validées en
identifiant la présence de protéines amyloiglesde protéine tau hyperphosphorylée a 1’aide
d’anticorps spécifiques (Figures 68 et 69. Ces structures sont aisément révélées grace aux
anticorps utilisés. Par ailleurs, les plagues séniles contenant des protéines amyloides ont aussi
¢t¢ mises en évidence grace a [l’utilisation de la Thioflavine T et du Rouge Congo
(Figures 70-1et 70-p deux molécules fluorescentes réagissant avec les protéines amyloides
lorsque celles-ci sont dans leurs conformatighsqui leur confere leurs propriétés
cytotoxiques et pro-agrégantes. Alors que les anticorps monoclonaux reconnaissent des
séquences peptidiques, ces deux fluorochromes apportent des informations complémentaires
en ne réagissant qu’avec les amyloides organisés en feuille. A I’aide de ces différents
marqueurs (anticorps et molécules fluorescentes) un nombre important de plaques séniles
mais aussi de dégénérescences neurofibrillaires (non encore décrites et donc a confirmer) a été
détecté chez les souris transgéniques. En revanche, ces structures sont en quantité tres faibles,
voire absentes, chez les souris sauvages du méme age. Ces marqueurs conventionnels sont

donc bien appropriés pour révéler les souris atteintes de MA.
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Souris sauvage

Souris transgénique
APPPS1 AE9
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Figure 68: Détection de I’amyloide f (Ap)
par révélation a I'immunoperoxydase au
niveau du cortex. Contre-coloration
nucleaire au bleu de toluidine. Coupes
sagittales de cerveaux de souris sauvages (A,
B) et transgeniques (APP PS1 AE9) (C, D, E
et F), femelles de 11-12 mois. Origine des
sourts: Institut de la Moelle Epiniére et du
Cerveau (Marie-Stéphane Aigrot, CHU Pitie
Salpétriere, Paris).

Anticorps primaire: Af (17-24), monoclonal
de souris (Sig 39220, Covance),

Anticorps secondaire: chévre anti-souris Ig
HRP (P-0447, Dako),

Substrat: dianunobenzidine (K3467, Dako)
Les fleches indiquent des sites de plaques
séniles.

Coupes de 5 pum d’épaisseur.




Résultats

Souris sauvage

Tau hyperphosphoryle
(phospho tau Ser 202/Thr 205)

Figure 69: Détection de la protéine tau
hyperphosphorylée par révélation a
I'immunoperoxydase au niveau du cortex.
Contre-coloration nucleaire au bleu de
toluidine. Coupes sagittales de cerveaux de
sourts sauvages (A,B) et transgéniques (APP
PS1 AE9) (C, D et E); femelles de 11-12 mois.
Ornigine des souris: Institut de la Moelle
Epiniere et du Cerveau (Marie-Stéphane
Aigrot, CHU Pitie Salpétriere, Paiis).
Anticorps primaire: phospho tau
Ser 202/Thr 205, monoclonal de sourls
(Thermo Scientific, MN1020)

Anticorps secondaire: chevre anti-souris Ig
HRP (P-0447, Dako)

Substrat: diaminobenzidine (K3467, Dako)

Les fleches indiquent les sites contenant de la
protéine tau hyperphosphorylee.

Coupes de 5 pm d’épaisseur.

Souris transgénique
APPPS1 AE9
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Souris sauvage Souris transgénique
APPPS1 AE9

Figure 70-1: Détection de plaques séniles par coloration a la thioflavine T au
niveau du cortex. Coupes sagittales de cerveaux de souris sauvages (A) et
transgéniques (APP PS1 AE9) (B,C); femelles de 11-12 mois. Origine des
souris: Institut de la Moelle Epiniere et du Cerveau (Marie-Stéphane Aigrot,

CHU Pitie Salpétriere, Paiis).
Thioflavine T (Sigma-Aldrich).
La Thioflavine T met en evidence les plaques séniles.
Les fleches indiquentla présence de plaques séniles.
Coupes de 5 jum d’épaisseur.
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Souris sauvage

Figure 70-2: Détection de plaques séniles
par coloration au Rouge Congo au niveau
du cortex. Coupes sagittales de cerveaux de
sourts sauvages (A) et transgéniques (APP
PS1 AE9) (B, C et D), femelles de 11-12
mots.  Origine des sourts: Institut de la
Moelle Epiniere et du Cerveau (Marie-
Stephane Aigrot, CHU Pitie Salpétriere,
Pai1s).

Rouge Congo (Sigma-Aldrich).

Le Rouge Congo met en évidence les
plaques seniles.

Les fleches indiquent la preésence de plaques
seniles.

Coupes de 5 pum d’épaisseur.

Souris transgénique
APPPS1 AE9

Page 202




Résultats

2. Etude de marqueurs du peroxysome sur coupes histologiques sagittales de cerxeau

de souris transgéniques

Des marqueurs associés a la quantité ou a la masse de peroxysomes (ABCD3) ainsi
qu’a la B-oxydation peroxysomale (transporteur: ABCD1, ABCD2 ; enzymes: ACOX1,
catalase) ont été recherchés sur coupes histologiques de cerveaux de souris. Au niveau des
régions du cerveau (cortex, hippocampe), ABCD1 et ABCD2 ont la méme distribution. Au
niveau du cervelet, ABCD1 est essentiellement présent dans des cellules qui pourraient étre
des cellules de Purkinje alors qu’ABCD2 est surtout présent dans des cellules qui pourraient
etre des cellules de Bergmartig(ires 71 et 72. 1l semblerait que 1’expression d’ABCD3 et
d’ACOXI1 soit plus forte chez les souris sauvages comparativement aux souris transgéniques
(Figure 73). Chez les souris transgéniques, ceci pourrait alors favoriser 1’accumulation
d’AGTLCs. En revanche, il semblerait que 1’expression de catalase soit plus forte chez les
souris transgéniquesigure 73). Cette derniére pourrait étre la résultante d’un stress oxydatif
augment¢ afin de s’opposer a une surproduction de peroxyde d’hydrogéne. La distribution de
I’expression de ses marqueurs peroxysomaux au niveau du cerveau de souris normales ou
transgéniques a mis en évidence une expression importante dans le cervelet et en particulier
au niveau de la zone granulaire riche en astrocytes et en cellules de Golgi et de la zone
adjacente riche en cellules de Purkinjarfaka et al., 2008. Par ailleurs, ces marqueurs
peroxysomaux sont aussi tres exprimés ddrigpocampe ainsi que dans les zones adjacentes

supérieures a ce dernier (corps calleux, gyrus cingulaire).

3. Etude de marqueurs des mitochondries sur coupes histologiques sagittales de

cerveaux de souris transgéniques

Les mitochondries joueraient des réles importants dans la \k&i(et al., 2012.
Pour cette raison, ces organites ont été recherchés sur coupes histologiques sagittales. Le
Mitotracker Red qui s’accumule dans des mitochondries fonctionnelles n’est pas adapté sur
coupes histologiques et n’a pas permis de révéler ces organites. Comme alternative, la nonyl
acridine orange colorant les cardiolipines (phospholipides spécifiques des membranes
mitochondriales) a été utilisé. Avec ce fluorochrome, aucun signal n’a été¢ détecté sur coupes
histologiques déparaffinées. Pour identifier les mitochondries, le cytochrome ¢ présent sur la
face externe de la membrane interne de ces organites a donc été recherché pa

immunofluorescence indirecterigure 74). Dans ces conditions, par immunofluorescence
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indirecte sur coupes histologiques de 5 um, le cytochrome ¢ a pu aisément étre révélé.

Aucune différence notable n’a été révélée entre souris normales et transgéniques.
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Souris transgénique
APP PS1 AE9

Souris sauvage

Cortex

Hippocampe

Cervelet

Figure 71: Expression de la protéine peroxysomale: ABCD1. Coupes sagittales de cerveaux de
sourts sauvages (A, C et E) et transgeniques (APP PS1 AE9) (B, D et F) ; femelles de 11-12
mots. Origine des sourts: Institut de la Moelle Epiniere et du Cerveau (Marte-Stéphane Aigrot,
CHU Pitie Salpétriere, Paris).

* Anticorps primaire: anticorps polyclonal de lapin anti-ABCDI1

(Drs Trompier/Savary/Lizard; #029);

* Anticorps secondaire: chevre anti Ig de lapin couplee Alexa488 (A11034, Life Technologies).
Les noyaux ont eteé contre colorés au Hoechst 33342, Les fleches indiquent des cellules positives.
Il pourrait s’agir de neurones, au niveau du cortex et de I’hippocampe et de cellules de Purkinje,
au niveau du cervelet.

Coupes de 5 pum d’épaisseur.
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Souris transgénique
APP PS1 AE9

Souris sauvage

Cortex

Hippocampe

Cervelet

Figure 72: Expression de la proteine perxysomale: ABCD2. Coupes sagitales de cerveanx de
souns sauvages (A, C et E) et transgeniques (APP PS1 AE9) (B, D et F), femelles de 11-12 mois
Ongine des souns: Institat de la Moelle Epiniere et du Cervean (Mane-Stéphane Aigrot. CHU
Pitie Salpetnere, Paris)

«Anticorps prunatre: anticorps polyvelonal de lapin anti-ABCD2 et IgG punifiees |

(thermofischer, PA4958).

« Anticorps secondaire: chevre ant Ig de lapin couplée Alexad88 (A11034. Life Technologies)

Les novanx ont eté contre colores au Hoechst 33342 Les fleches mdiquent des cellules positives
Il powrait s agir de newrones, au mvean du cortex et de 'luppocamnpe et de cellules de Bergimann,
ant mvean du cervelet

Coupes de 5 pm d’gpmsseur
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Souris transgénique
APP PS1 AE9

Souris sauvage

ABCD 3

ACOX1

Catalase

Figure 73: Expression de protéines peroxysomales: ABCD3, ACOXI1 et catalase au niveau du cortex.
Coupes sagittales de cerveaux de souris sauvages (A,C et E) et transgeniques (APP PS1 AE9) (B, D et F);
femelles de 11-12 mois. Origine des souris: Institut de la Moelle Epiniere et du Cerveau (Marie-Stephane
Aigrot, CHU Pitie Salpetriere, Paris).

*ABCD3; anticorps primaire: anticorps polyclonal de lapin anti-ABCD3 (D1s Trompier D/ Savary S/Lizard
G). Anticorps secondaire: chevre anti-Ig de lapin couplée Alexad88 (A11034, Life Technologies).

*ACOX1; anticorps primaire: anticorps Polyclonal de lapin anti-ACOX1 (Dr Cherkaoui Malki M). Anticoips
secondaire: chevre anti -Ig de lapin couplée Alexa488 (A11034, Life Technologies).

*Catalase; Anticorps primaire: anticorps monoclonal de souris anti-catalase (Ab16771, Abcam); Anticoips
secondaire: F0232 (Dako), anticorps polyclonal de lapin anti-Ig de souris couplé FITC.

Les fléches indiquent des cellules pogitives. Les noyaux ont été contre colorés au Hoechst 33342,

Coupes de 5 pun d’épaisseur.
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Cvtochrome ¢

Souris sauvage Souris transgénique
APPPS1 AE9

Figure 74: Expression de la protéine mitochondriale: cytochrome c. Coupes
saggitales de cerveaux de souris sauvages (A, C) et transgeniques (APP PS1 AE9)
(B, D), femelles de 11-12 mois. Origine des sourts: Institut de la Moelle Epiniere
et du Cerveau (Marie-Stéphane Aigrot, CHU Pitie Salpétriere, Paiis).

+Cytochrome c¢; Anticorps primaire: anticorps de sourts anti-cytochrome c¢
(Pharmingen; 556433);

+ Anticorps secondaire: anticorps polyclonal de lapin anti Ig de souris couple FITC
(DAKO; F0232),

Les figures C et D correspondent respectivement aux zones rectangulaires
delinutees en A et B.

Les fleches indiquent des cellules positives. Les noyaux ont ete contre colores au

21272

Hoechst 33342, Coupes de 5 jun d’epaisseur.
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4. Etude de marqueurs des lysosomes sur coupes histologiques sagittales de cerveaux

de souris transgéniques

Les dysfonctions du lysosome sous l’influence de facteurs intrinséques et/ou
extrinseques sont conrugour modifier I’activité mitochondriale Brunk et al., 2002. Pour
caractériser les lysosomes, le LysoTracker Red a d’abord été utilisé. Ce dernier s’accumulant
dans des lysosomes fonctionnels, il n’a pas permis de révéler ces organites. L’antigéne de
membrane lysosomale LAMP-1 a donc été recherché par immunofluorescence indirecte
(Figures 75. 1l semblerait que 1’expression de LAMP-1 soit plus faible chez les souris
transgéniques comparativement aux souris normales. Par ailleurs, la répartition de LAMP-1,
périnucléaire chez les souris normales, semblent beaucoup plus aléatoire chez les souris
transgéniques. Il existe donc des modifications d’expression et de topographie de LAMP-1
entre souris normales et transgéniques mais I’incidence de la nature des coupes et leurs

épaisseurs sont a méme de pouvoir modifier ces données.

5. Etude de marqueurs du cytosquelette sur coupes histologiques sagittales de

cerveaux de souris transgéniques

Des modifications du cytosquelette sont associés a la MA. La désorganisation des
microtubulesest une conséquence de I’hyperphosphorylation de tau (Latypova et al.,2011)
Il existe aussi une désorganisation de ’actine pouvant conduire a la formation de corps
d’Hirono (Neuropathology et al., 2013Pr, les peroxysomes et leurs activités semblent
dépendre de leur interaction avec les microtub{Regp et al.,1996; Schraderet al.,2000)
Par ailleus, 1’activité mitochondriale serait aussi dépendante de I’interaction de ces organites
avec I’actine-F. Pour ces différentes raisons, il était important de préciser s’il était possible
d’apprécier des modifications des microtubules et de 1’actine sur coupes histologiques
sagittales ; les neurofilaments, constituants du cytosquelette spécifigues des neurones, ont

aussi été étudiégigure 76).

Par observation en microscopie a fluorescence conventionnelle, des modifications
flagrantes de 1’expression ou de la topographie des neurofilaments, des microtubules et de
I’actine-F n’ont pas été détectées chez les souris transgéniques comparativement aux souris
sauvages. Il est possible que cette absence de différence soit due a 1’incidence des coupes. Des
coupes transversales ou dorsales seraient peut-étre a méme de fournir de meilleurs résultats en

raison de ’orientation des neurones.
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Souris sauvage Souris transgénique
APPPS1 AE9

s

Figure 75: Expression de la protéine lysosomale: LAMP-1. Coupes sagittales de
cerveaux de souris sauvages et transgéniques (APP PS1 AE9); femelles de 11-12
mots. Ornigine des sounts: Institut de la Moelle Epintere et du Cerveau (Marie-
Stephane Aigrot, CHU Pitie Salpetriere, Paris).

*LAMP-1; Anticorps primaire: anticorps polyclonal de lapin anti-LAMP-1
(Ab 24170, Abcam);

» Anticorps secondaire: chevre anti-Ig de lapin couplee Alexa488 (A11034, Life
Technologies).

Les figures C et D cormespondent respectivement aux zones rectangulaires
delinmitées en A et B.

Les fleches indiquent des cellules positives. Les noyaux ont ete contre colores au

1172

Hoechst 33342, Coupes de 5 jun d’épaisseur.
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Souris transgénique
APP PS1 AE9

Souris sauvage

Neurofilaments
(160 kDa)

u-tubuline
(microtubules)

Fibres nerveuses

Fibre nerveuses

Actine-F

Figure 76: Expression de protéines du cytosquelette: neurofilaments, ¢-tubuline et Actine-F.
Coupes sagittales de cerveaux de souris sauvages et transgeniques (APP PS1 AE9); femelles de
11-12 mois. Origine des souris: Institut de la Moelle Epiniere et du Cerveau (Marie-Stéphane
Aigrot, CHU Pitie Salpetriere, Paris).

*Neurofilaments; anticorps prumaire: anticorps monoclonal de sourts anti-neurofilaments (160
kDa) (Ab7794, Abcam); Anticorps secondaire: F0232 (Dako), anticorps polyclonal de lapin anti
Ig de sourts couple FITC.

so-tubuline; anticorps polyclonal de lapin (Ab59680; Abcam), chevre anti Ig de lapin couplee
Alexad88 (A11034, Life Technologies).

*Actine-F: Rhodanune-Phalloidine (77418, Sigma-Aldrich).

Les fleches indiquent des cellules positives. Les noyaux ont ete contre colores au Hoechst 33342.

Coupes de 5 pm d’epaisseur
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6. Etude de la composition en acides gras et en phospholipides sur coupes
histologiques sagittales de cerveaux de souris transgéniques

Sur coupes histologiques déparaffinées, les lipides neutres ont été recherchées a ’aide
du Bodipy (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene ;  Life
Technologies, Réf DB922) et les phospholipides a 1’aide des LipidTox Red (Life
Technologies, Réf H34476).

Un signal de fluorescence vert d’intensité variable a été observé avec le Bodipy et un
signal de fluorescence rouge évoquant des plaques séniles a été révelé avec le LipidTox Red
(Figure 77).

Les faibles signaux observésurraient s’expliquer en raison du passage dans les
solvants utilisés pour le déparaffinage qui extrait les lipides des tissus. Les sighaux détectés
pourraient éventuellement correspondre a des lipides non solubles dans les solvants, c'est-a-
dire associés de facon covalente a des protéines. Les structures reconnues pourraient ainsi étre
des protéines carbonylées résultant de la réaction d’aldéhydes (produits de dégradation des
lipides sous I’effet d’un stress oxydant souvent présent dans les maladies neurodégénératives)
avec les résidus amines de protéines (Bases de Schiffhigrud et al., 2008) Au niveau
des zones de I’hippocampe et du cervelet (zone granulaire), on peut noter la présence de zones
intensément colorées en vert (lipides neutres) et en rouge (lipides polaires). Les cellules
contenant ces phospholipides sont difficilement identifiables de fagon non ambigiie selon des

criteres morphologiques.
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Souris sauvage Souris transgénique
APPPS1 AE9

Lipides
neutres

Phospholipides

Figure 77: Détection de lipides neutres et de phospholipides par coloration
respective au Bodipy et Lipid Tox Red. Coupes sagittales de cerveaux de souris
sauvages (A, C) et transgeniques (APP PS1 AE9); (B, D) temelles de 11-12 mois.
Origine des souris: Institut de la Moelle Epiniere et du Cerveau (Marie-Stéphane
Aigrot, CHU Pitie Salpétriere, Paris).

*Lipides neutres: Bodipy (D-3922; Invitrogen)

*Phospholipides: Lipid Tox Red (H-34476; Invitrogen)

Les fleches indiquent des zones positives. Les noyaux ont été contre colorés au
Hoechst 33342, Les coupes colorées au Bodipy sont de 5 pm d’epaisseur. Les
coupes colorees au Lipid Tox Red sont de 12 pum d’épaisseur.
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7. Profil d’acides gras et de plasmalogéne-C16 :0 dans le cerveau, le plasma et les

érythrocytes de souris sauvages et transgéniques (APP PS1 AE9)

Les acides gras et les plasmalogenes ont été dosés par CPG/SM selon la méthode de
Takimoto (2003. Des différences notables ont été mises en évidence au niveau du cerveau,
du plasma et des érythrocytes entre souris sauvage (une souris) et transgénique (une souris
APP PS1 AE9) (Tableau 7).

Pour évaluer le métabolisme lipidique peroxysomal, les paramétres choisis sont les
suivants : C22:0, AGTLCs (C24:0 et C26:0), DHA (C22:6 n-3), acide phytanique et
plasmalogen&:16:0. Les autres acides gras choisis n’intervenant pas dans le métabolisme
peroxysomal sont les suivants: acide arachidonique (C20:4), acide eicosapentaénoique
(EPA ; C20:5) et acide palmitique (C16:0).

Au niveau du cerveau, des modifications suggérant une diminution du métabolisme
peroxysomal sont observées. Alors que les taux d’EPA sont pratiquement semblables entre
souris sauvage et transgénique, une forte augmentation de C26:0 et d’acide phytanique est
observée. Elle est associee a une diminution du DHA. Bien que les taux de plasmalogene ne
soient pas exploitables, ces observations seraient en faveur d’'une diminution du métabolisme
peroxysomal cérébral dans sa globalité. Toutefois, paradoxalement, 1’acide arachidonique
dégradé par le peroxysome est diminué dans la souris transgénique. Le C22:0 est aussi
diminué. En fonction de ces deux dernicres constatations, il est possible d’envisager qu'une
autre voie métabolique pourrait aussi étre impliquée, a savoir celle faisant intervenir les
élongases Elov1l et Elov4 qui permettent une synthese de C24:0 et de C26:0 a partir de C22:0.
Dans ces conditions, si ces élongases sont activées, les taux de C24:0 et de C26:0 peuvent
aussi augmenter.

Cette hypothese est transposable aux observations faites au niveau des érythrocytes
dont les taux d’acides gras peuvent refléter soit le métabolisme peroxysomal dans les
précurseurs de la lignée érythrocytaire (puisque les érythrocytes n’ont pas de peroxysomes),
soit un stockage d’acides gras pour pallier a une augmentation plasmatique de C24:0 et de
C26:0 transitoire ou chronique.

Les érythrocytes indiquent aussi des altérations du métabolisme peroxysomal. Le
DHA est considérablement augmenté ce qui peut résulter d’un catabolisme de I’EPA dont le
taux dimirue. L’acide phytanique est consommé et le plasmalogéne—C16:0 est augmenté.

Ceci est plutét en faveur d’une stimulation du métabolisme peroxysomal. En revanche, le
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C24 :0 et le C26 :0 augmentent aussi fortement. Ce qui suggere également une stimulation des
élongases Elov 1 et Elov 6.
Au niveau plasmatique, bien que I’EPA soit diminué suggérant qu’il est métabolis¢, le
C22:6 n’est pas augmenté mais réduit. En revanche, 1’acide phytanique et le plasmalogéne-
C16:0 diminuent. Ceci est en faveur d’une réduction du métabolisme peroxysomal. Toutefois,
il n’apparait pas d’accumulation d’AGTLCs, ni de C22:0 qui au contraire diminuent
suggérant ainsi I’intervention simultanée d’¢longases pouvant conduire a la synthése puis a la
dégradation de C22 :0, de C24 :0 et de C26 :0 par une autre voie que celle du peroxysome.
Ces résultats obtenus sur les cerveaux, le plasma et les érythrocytes de souris sauvages
et transgéniques apportent un éclairage nouveau sur le métabolisme du C22:0 et des AGTLCs
dans le cadre de la MA suggérant non seulement une perturbation du métabolisme
peroxysomal mais aussi de la voie des élongases intervenant au niveau du réticulum

endoplasmique.

Tableau 7 : Profil d’acides gras et de plasmalogene-C16 :0 dans le cerveau, le plasma et les

érythrocyes de souris sauvages et transgéniques (APP PS1 AE9)

Souris sauvage Souris transgénique

Cerveau plasma érythrocytes Cerveau plasma érythrocytes

C26-0 0,004 0,0106 0,001 0,006 0,002 0,0103
C25-0 0,042 0,4822 0,024 0,028 0,180 0,4408
C22-6 10,388 3,0016 0,114 4,999 1,956 2,4944
C24-0 1,646 0,3844 1,338 0,357 0,105 1,7860
C22-0 0,388 0,1823 0,356 0,288 0,054 0,5006
C20-5 1,061 2,0149 1,136 0,803 1,100 0,7042
C20-4 6,640 5,7311 5,518 3,831 4,957 5,4499
C16-0 19,333 3,0349 9,179 10,894 7,421 1,5592

Acide phytanique 0,026 0,0118 0,014 0,053 0,006 0,0064
Plasmalogéne-C16:( 4,581 0,1044 0,086 4,075 0,030 0,1543
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C. Etude clinique

Le nombre total des patients ayant consulté pour trouble cognitif était de 120. Le
diagnostic de démence a été retenu chez 108 patients selon les criteres DSM-IV. Les tests
neuropsychologiques n’ont pas pu étre faits que pour 44 patients en raison de la sévérité des

troubles cognitifs ou du décés des patients. Ainsi, nous n’avons pu recruter que 64 patients.
Les patients @ll’étude ont été répartis en sous groupes.

= Le premier sous groupe formé de 26 patients atteints de la maladie d’Alzheimer
(MA), diagnostiquée selon les criteres NINCDS-ADRDA
= Le deuxiéme sous groupe comprend des sujets tous porteurs des signes en faveur
d'une démence autres que la MA. Ce groupe est composé de 42 patients qui se répartissent
selon le type de démence:
o Démence vasculaire (n=17),
o Autres démences : démence mixte (n=6), démence a corps de Lewy
(n=3), démences fronto-temporales (n=8), Parkinson (n=2),

hydrocéphalie a pression normale (HPN) (n=2).

Un groupe contrble de 128jets appariés selon 1’age et le sexe avec le groupe malade a été

constitué et utilisé.

| Caractéristiques démographiques de la population
1. Age et sexe

L’age moyen des patients démens est de 71,8 + 7,9 ans avec des extrémes allant de
58 4 91 ans. Il est de 73 ans chez les patients atteints de la MA ou d’une démence vasculaire
(DV) et de 71ans chez les autres déments. Chez le groupe témoin, 1’age moyen est de 65,3 +

10,9 ans avec des extrémes allant de 50 a 93 ans.

L’age moyen de début de symptomatologie est de 71 ans. Les troubles cognitifs ont
débuté a un age inférieur a 60 ans chez 12,5 % des patients. Chez 31,3 % des malades, 1’age
de début de la symptomatologie @&spérieur a 75 ans. La tranche d’age de début des
symptémes la plus touchée est celle comprise entre 65 et 74 ans avec 42,2 % des patients.

Pour les patients atteints par la MA, la maladie débute majoritairement dans la tranche d’age
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comprise entre 65 ettAns. Pour les malades atteints d’une démence vasculaire, la maladie

débute & un age plus avancé (>75 ans) chez la majorité des pé&igunts 79).
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Age de début de la maladie

Figure 78: Répartition des démences selon l’dge (exprimé en années) de début de la
symptomatologieMA : maladie d’Alzheimer ; DV : démence vasculaire.

La répartition des malades et des témoins selon le sexe est présentée dans le
Tableau 8 .Dans notre étude, une légere prédominance masculine est remarquée chez les
MA et les autres démences. Cette dominance est plus marquée chez le groupe de démences

vasculaires et ceci avec 14 hommes parmi 17 atteints d’une démence vasculaire.
Tableau 8 Répartition des démences selon l’dge et le sexe

Alzheimer Démence vasculaire Autres démence! Controles

N=25 N=17 N=22 N=128
Age (années) 73(60-83) 73(59-91) 71(58-86) 65(31-93)
Femme/Homme 12/13 3/14 13/9 60/68

Page 217




Résultats

2. Niveau d’instruction

La majorité des patients déments sont illettrés (64 %), prés du quart (23,4 %) des
malades sont de niveau primaire. Seulement 6,3 % des malades ont un niveau secondaire et
un niveau supérieur. Pour les sujets atteints de la MA, aucun patient ayant un niveau d’étude
supérieur n’a été observé. De méme, 16 parmi 25 MA sont illettrés et 7 sont de niveau
primaire. Ces observatie sont validées pour les malades atteints d’une démence vasculaire

ou d’une autre démence Figure 79.
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Figure 79: Répartition des démenceselon le niveau d’instruction. MA : maladie
d’Alzheimer ; DV : démence vasculaire.

3. Délai du diagnostic et dépendance cognitive

Le délai moyen du diagnostic était de 8 mois avec des extrémes allant de 1 mois a 2
ans et demi. Dans 70 % des cas, le diagnostic de démence était retenu dans un délai inférieur a
un an apres la premiere consultation. Chez 2,5 %pdeents le diagnostic n’était fait

qu’apres un délai de plus de deux ans.

A la premiére consultation, 52,5 % des malades étaient dépendants et ceci en tenant

compte seulement des handicaps dus aux troubles cognitifs.
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4. Antécédents familiaux de démence

Les antécédents familiaux de troubles cognitifs ont été constatés chez 31,1 % de la
totalité des patients étudiés. Dans le groupe Alzheimer, ces antécédents ont été observés chez
36,3 % des patients et chez 43/bdu groupe de patients ayant d’autres démences. Par
ailleurs, chez le groupe des patients atteint d’une démence vasculaire, les malades ayant des

antécédents familiaux ne présentent que 5% de la totalité des groupes.

5. Antécédents médicaux

L’hypertension artérielle est la pathologie la plus fréquente chez les patients déments
avec une fréquence de 48,4 % suivie de la dyslipidémie (34,4 %), du diabéte (18,7 %) et de
I’accident vasculaire cérébral (17,2 %) (Tableau 9. Des antécédents de traumatisme cranien,
de troubles psychiatriques ou de cardiopathie sont observées respectivement chez 10,9 ; 6,2 et
4,7 % de la totalité des sujets déments. Certains patients présentent multiples antécédents

médicaux.

Tableau 9 Répartition des patients déments selon le sexe et les antécédents médicaux

Hommes Femmes Total
HTA 17 14 31 (48, 4%)
Dyslipidémie 10 12 22 (34, 4%)
Diabéte 5 7 12 (18, 7%)
AVC 9 2 11(17, 2%)
Traumatisme cranien 5 2 7 (10, 9%)
psyt(r:ilijabtlrei};ues 2 2 4 (6, 2%)
Cardiopathie 2 1 3 (4, 7%)

AVC: accident vasculaire cérébral ; HTA : hypertension artérielle.

L’évaluation des traitements pris par les patients déments montre que 6,2 % des
malades de la population étudi€éeient sous statines avant 1’altération des fonctions
cognitives malgré les facteurs de risques vasculaires associés. De plus, 8 % des malades

Alzheimer et 11,8% des malades atteints d’une démence vasculaire étaient sous statines.
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6. Stades de sévérité de la démence

L’évaluation globale des fonctions cognitives et de la sévérité de la démence a été faite
par le Test MMSE réalisé sur les malades. Le score moyen du test MMSE est de 14 + 6 avec
des extrémes allant de 4 a 27. La répatrtition de la population des malades selon la sévérité de
la démence est comme suit ; 25%0nt une démence légére (MMSE supérieur a 19),%8,2
ont une démence modérée (MMSE compris entre 19 et 10) et 16,4 % ont une démence sévére

(MMSE inférieur a 10). 53,8% des patients Alzheimer souffrent d’une démence modérée,

Tableau 10 Répartition de la population des déments étudiés selon le score MMSE.

Score MMSE Alzheimer Démence vasculaire Autres
(Sévérité de la démenge démences
Légére [19-26] 4 (18 ,380) 3 (17,64 %) 4(18,18%)
Modérée [10-19] 13 (53,840) 10 (58,82%) 16 (72,72%)
Severe <10 8 (30,760) 4 (23,52%) 2 (9,09%)

Le swre MMSE varie suivant le niveau d’éducation (Figure 80). En effet, la majorité
des patients atteints d’une démence modérée et sévere ont un niveau d’éducation faible. Par
contre, pour les patients ayant un niveau d’éducation supérieur, la sévérité de la démence est

légere ou modérée.

301
m[19-26]

d[10-19]
20 O<10
15 -

10 A

il il e e

aucun  primaire secondaire supérieur
Niveau d'éducation

25 -

Effectif

Figure 80: Répartition de la population des déments selon la sévérité de la démence et le
niveau d’éducation.

7. Habitudes de vie

L’évaluation des habitudes de vie (consommation d’alcool et tabagisme) des sujets de

la population étudiée montrent que le pourcentage des patients déments consommant de
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I’alcool est de 14,11 % alors qu’elle est de 5,32% seulement chez les contrles. De méme, le
tabagisme est constaté chez 65,63 % de patients déments et 21,43 % des controles.
L’association entre tabagisme et consommation d’alcool n’est rapportée que pour 6 malades

soit 9,32% de la totalité des démerfalfleau 11

Tableau 11 Habitudes de vie chez les patients déments et les contrdles

Contréles Patients déments
Alcool (%) 5,32 14,11
Tabac (%) 21,43 65,63

8. Evaluation des symptdmes dépressifs

En appliquant le test GDS (Geriatric Depression Scale) a 15 items, un syndrome

dépressif est diagnostiqué chez 17,5% des patients déments.

Il Etude des parameétres lipidiques et lipoprotéiques chez la population étudiée
1. les lipides sanguins

Les lipides sanguins (cholestérol, triglycérides, LDL, HDL...) sont mesurés en routine
et constituent des biomarqueurs de plusieurs maladies. Des études épidémiologiques
examinant l'association entre ces marqueurs et la démence ont rapporté des résultats

contradictoires.

Ces paramétres mesurés dans le plasma des sujets appartenant a notre étude montrent
certaines différences entre le groupe contréles et le groupe déments. Chez les sujets contréles,
la triglycéridémie varie entre 0,49 et 1,96 mmol/L avec des valeurs moyennes légerement
plus élevées chez les femmes que les hommes (respectivement 1,22 + 0,35 et 1,17 + 0,33
mmol/L). Les valeurs moyennes de triglycérides plasmatiques augmentent chez les femmes
atteintes d’'une MA (1,27 £ 0,81 mmol/L) ainsi que chez les malades (hommes et femmes)
ayant une démence vasculaire (1,24 + 0,34 mmol/L) ou une autre démence (1,23 + 0,41

mmol/L) avec une plus importante concentration chez les hommes.

Par ailleurs, le taux moyen de cholestérol plasmatique chez les contrbles est de 4,44 +
0,76 mmol/L. Ce taux augmente en restant non significatif chez les malades Alzheimer et les
malades atteints par d’autres démences. Des valeurs moyennes légérement plus élevées sont

observées chez les femmes des 3 groupes de malades (%%®P mmol/L pour le groupe

Page 221




Résultats

MA ; 4,66 £ 1,3 mmol/L pour le groupe démence vasculaire ; 4,98 + 0,96 mmol/L pour le

groupe autres démences).

Les mesures du taux du LDL-C plasmatigue montrent une augmentation du taux
moyen chez les 3 groupes de malades comparativement aux controles. Cette augmentation est
significative chez les MA et les malades atteints par d’autres démences. En effet, le taux
moyens de 1,95 + 0,57 mmol/L chez les contrbles passe a 2,43 £ 0,75 mmol/L chez les MA et
a 2,47 £ 0,66 mmol/L chez les malades avec d’autres démences (p<0.05). Le taux moyen

chez les malades atteints par une démence vasculaire est de 2,06 = 0,91mmol/L.

Le taux moyen du HDL-C trouvé chez les contrbles est de 1,76 + 0,56 mmol/L. La
moyenne des valeurs du HBC est trouvée légérement plus faible chez les MA et les
malades atteints par une démence vasculaire (1,71 + 0,6 mmol/L et 1,7+ 0,4 mmol/L,
respectivement)Tiableau 12. Les valeurs de HDL-C dans les groupes Alzheimer, démence

vasculaire et autres démences sont plus élevées chez les férableay 12.

Dans le groupe des MA, des corrélations négatives mais non significatives entre le
score MMSE, indiquant la sévérité et le stade de I’atteinte par la démence, et les taux
plasmatiques des triglycérides, du cholestérol et du LDL-C ont été trouvées (avec
respectivement r=-0,182 ; r=-0.333 et r= -0,294).

Ces corrélations négatives ont été retrouvées dans le groupe des contrdles avec des
valeurs respectives de r de -0,0570,047 et -0,039 pour les taux plasmatiques de

triglycérides, de cholestérol et de LOL-
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Tableau 12 Taux moyens de lipides sanguins chez les malades déments des deux sexes et en fonctions

Type de démence Alzheimer Démence vasculaire Autres démences Controles
Sexe Homme Femme Total Homme Femme Total Homme Femme Total Homme Femme Total
HDL-C 1,61 1,88 1,71 1,62 2,11 1,70 1,38 2,01 1,73 1,79 1,72 1,76
(mmol/1) * * + + + * * + + + + +
0,50 0,79 0,61 0,38 0,32 0,40 0,29 0,39 0,47 0,63 0,41 0,56
LDL'C 2,47 2,38 2,43* 2’05 2,13 2,06 2,49 2,45 2,47* 1,93 1,98 1,95
(mmol/) * * + + * * + + + + + +
0,55 1,04 0,75 0,92 1,22 0,91 0,74 0,63 0,66 0,55 0,61 0,57
Triglycérides 1,09 1,27 1,16 1,30 0,92 1,24 1,32 1,15 1,23 1,17 1,22 1,20
(mmol/l) t t t + + + + + + + + +
0,24 0,81 0,53 0,32 0,25 0,34 0,49 0,32 0,41 0,33 0,38 0,35
Cholestérol 457 4,99 4,74 4,26 4,66 4,33 4,47 4,98 4,75 4,34 4,59 4,44
(mmol/l) * * + + * * + + i + + +
0,92 1,97 1,38 1,30 1,01 1,23 1,07 0,96 1,02 0,85 0,60 0,76

Les résultats sont présentés sous forme de Moyenne + SD. Une différence $ignéditae les malades et les contrdles est indiquée pa0*d5 (Test de
Mann Whitney).
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2. Les apolipoprotéines plasmatiques

La moyenne des taux plasmatiquies!’apolipoprotéine Al (ApoAl), apolipoprotéine
majeure des HDL, chez tous les patients déments ne differe pas de celle des contrbles
(contréles: 1,39 +0,30 ; patients déments : 1,38 £+ 0,82 0,05). En outre, la comparaison
des taux de I’Apo-Al, chez les différents groupes déments ne montre pas de différences
significatives entre elles et par rapport au contrdé&bleau 13. De méme, aucune différence
du taux de I’Apo-B, apolipoprotéine majeure des LDL, entre les sujets contrbles et les
déments n’a été observée (contréles : 0,72 £ 0,24 ; DV : 0,6 £0,29 g/L; MA: 0,71+ 0,14

autres démences : 0,71+ 0,17).

Tableau 13 Valeurs moyennes des taux des apolipoprotéines plasmatiques

) Démence A .
Alzheimer ) Autres démences Controles
vasculaire

Apo-Al (g/L) 1,38+0,43 1,38+0,25 1,37 £ 0,259 1,39+0,32

ApoB (g/L)  0,71+0,14 0,60 £0,29 0,71+0,17 0,72+0,24

3. Indices d’athérogénicité dans la population étudiée

Les rapports d’athérogénicité (Cholestérol/HDL-C et/ou LDL-C/HDL-C) constituent
un indice révélateur du risque vasculaire. Si le rapport Cholestérol/HDL-C est supérieur a
4,85 et le rapport LDL-C/HDL-C est supérieur a 3,55, le risque athérogene est important. De
méme, le calcul du rapport Apo-Al/Apo-B airgile le rapport du cholestérol des particules
HDL et LDL et leur apolipoprotéines majeures peuventeigner sur 1’athérogénicité du

profil lipidique et lipoprotéique des patients

Le calcul de ces rapports dans la population de sujets étudiés montre une légere
variabilité entre le groupe contrdle et le groupe des patients ayant une démence. Une |égére
augmentation des rapports Cholestérol/HDL-C et LDL-C/HDL-C est observée dans le groupe
MA et dans le groupe de patients ayant d’autres démences comparativement au groupe
contrble Tableau 14. Ces rapports néépassent pas le seuil d’athérogénicité. Les rapports
HDL-C/ApoAl, ApoAl/ApoB et LDL-C/ApoB ne montrent pas de différence significative

entre les différents groupes.
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Tableau 14: Indices d’athérogénicité dans les différents sous groupes de déments
comparativement au groupe controle

Alzheimer Vgir:j;iz dQ;Ziies Controles
Cholestérol/HDL-C 2,79 +0,51 2,55+0,48 2,85+ 0,61 2,66 £ 0,79
LDL-C/HDL-C 1,45+0,42 1,21 +0,44 1,50+ 0,48 1,25 £ 0,57
HDL-C/ApoAl 1,37 £ 0,39 1,22 + 0,27 1,25+0,24 1,23+0,46
LDL-C/ApoB 3,75+ 1,13 3,58 + 1,06 3,60+1,14 365+1,11
ApoAl/ApoB 2,01+0,71 2,81+1,35 2,01+0,55 2,14 +0,83

III Etude d’autres paramétres biochimiques

La mesure de la glycémie chez les patients déments (DV et autres démemntes)
une augmentation significative du taux du glucose sanguin comparativement au contréle
(DV : 9,05 mmol/L ; autres démences : 7,25 mmol/L ; contr6le : 5,89 mmdldbléau 15.
En outre, une différence significative est observée en comparant la glycémie du groupe de

patients atteints d’une démence vasculaire au groupe de patients atteint de MA.

Par ailleurs, le dosage d’un biomarqueur du bilan rénale, la créatinine sanguine,
montre une augmentation significative chez le groupe de patients atteints d’une démence
vasculaire alors qu’une diminution est observée chez les autres groupes comparativement aux
controles (97,33 = 46,97 pmol/L vs 81,92 + 19,85 pmol/L chez les DV et controles,
respectivement). Des différences significatives entre les sous-groupes de déments ont été
révélées, en particulier en comparant le groupe de patients atteints d’une démence vasculaire

au groupe de patients MA et au groupe de patients atteints d’autres démences (Tableau 15.

La mesure d’un autre marqueur du métabolisme rénale, I’urée, montre une diminution
de son taux sanguin chez les différents sous groupes de patients déments comparativement au
contrble. Cette diminution est significative pour les 3 sous groupes tout en étant la plus
marquée chez le groupe de patients atteints par une démence vasculaire. En effet, le taux
moyen d’urée qui était de 5,96 mmol/L chez les controles passe a 4,10 mmol/L dans le groupe
de patients atteints par une démence vasculaire. Aucune différence significative n’est

remarquée en comparant 1’uricémie des sous groupes de déments entre elles.
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Tableau 15:Paramétres biochimiques chez les différents groupes de déments et les contrbles

Démence
vasculaire

Glycémie (mmiL) 5,98 +1,89* 9,05 + 7,05 7,25 + 3,84* 5,89 +2,11

Alzheimer Autres démences Contrbles

Créatinine (umol/L)  66,5+18,56 97,33 +46,97*1 70,65+ 21,94*# 81,92 +19,85

Urée (mmol/L) 4,97+2,42* 4,10+1,99* 4,19+2,03* 5,96+2,47

La différence significative entre contrdle et patients déments est indiquée par *,
La différence significative entre DV et Alzheimer est indiquée par 1,
La différence significative entre DV et autres démences est indiquée par #.

IV Evaluation des marqueurs du stress oxydatif au niveau plasmatique et érythrocytaire

dans différents types de démences

Puisque lestress oxydatif est considéré comme événement impliqué dans le
déclenchement de la MA, une quantification des marqueurs du stress oxydatif (défenses
antioxydantes et produits d’oxydation de certains constituants cellulaires (lipides, protéines))

a été reéalisé sur le plasma et les érythrocytes (hémolysat) de patients démerdsjetsde

sains utilisés comme controles.

1. Mesure du taux de défenses antioxydantes au niveau plasmatique et érythrocytaire

Les résultats du dosage de I’activité des enzymes antioxydantes (Superoxyde
Dismutase (SOD), glutathion peroxydase (GPx) et catalase) au niveau érythrocytaire sont

présentés dans Teableau 16.

Page 226




Résultats

Tableau 16:Activité catalytique des enzymes antioxydantes érythrocytaires SOD, GPx, et
CAT chez les patients déments et chez les controles

catalase GPx SOD
(U/mg de protéine) (U/mg de protéine) (U/mg de protéine)
Contréles 0,093 +£ 0,104 13,251 + 4,778 0,003 £ 0,0014
Patients
déments 0,214 +0,203* 2,710 £ 1,339** 0,0037+ 0,0005*

Les résultats sont présentésisforme de moyenne + SEM. L’analyse des données a été faite

par le test Mann Whitney. La différence significative entre controles et patients déments est
indiquée par :*: p<0,05, **: P<0,001; GPx : Glutathion peroxydase ; SOD : Superoxyde
DismutaseU cataiase kMoles HO./min; U gpx tmol de GSH oxydé/min

La comparaison de I’activité des enzymes antioxydantes érythrocytaires mesurées
dans le groupe contrdle et le groupe de patients déments montre des augmentations
significatives de I’activité catalase et SOD chez les patients déments. Par ailleurs, une
diminution hautement significative de 1’activit¢ GPx est révélée chez les patients déments

comparativement aux controléBapleau 16.

La comparaison de 1’activité des enzymes antioxydantes érythrocytaires chez les 3
groupes de déments ne montre pas de différence significative intergroupe. En revanche, des
différences hautement significatives sont observées en comparant I’activit¢é GPx de chaque
groupe a celle des contréles. En effet, 1°activit¢ GPx qui était de 13,25 + 4,78 U/mg de
protéine chez les contrdles passe a 3,6 + 1,50 ; 2,14 + 1,64 et 2,13 £ 1,11 U/mg de protéine
respectivement chez les groupes de patients MA, atteints d’une démence vasculaire ou par
une autre démencddbleau 17. Par ailleurs, unaugmentation de ’activité catalase est
observée dans les différents groupes de patients. Cette augmentation est significative chez les

patients atteints par une démence vasculaire comparativement aux comtableay 17).
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Tableau 17 Activité catalytique des enzymes antioxydantes érythrocytaires SOD, GPx, et
CAT chez les patients déments et les contrdles.

. Démence Autres ~
Alzheimer ) , Controles
vasculaire démences

GPx 360+ 150"  214+164%  213+111%*  13725+4,78
(U/mg de protéine)
SOD 90036 +0,0004 0,003 +0,0004 0,004 +0,0007 0,0036 + o,oooﬁ
(U/mg de protéing
Catalase 0,20 + 0,23 0,24 + 0,16* 0,19 + 0,20 0,09 + 0,104

(U/mg de protéine)

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SEM. L’analyse des données a été faite

par le test Mann Whitney. La différence significative entre contrdle et patients déments est
indiquée par * P<0,05, **: P<0,001. GPx : Glutathion peroxydase ; SOD : Superoxyde
Dismutase.

L’organisme assure ses défenses contre un stress oxydant en utilisant non seulement
des enzymes antioxydantes mais aussi des molécules synthétisées par les cellules et capables
de neutraliser les radicaux libres responsables du déclenchement d’un stress oxydant. Une
mesure du glutathion réduit (GSH) érythrocytaire et plasmatique a été réalisée chez les
patients et les contréles. Les résultats des dosages présentésiddnsde 18 montrent une
augmentation significative du taux de GSH érythrocytaire par rapport aux contréles. Par
ailleurs,une diminution du GSH plasmatique s’est révélée significative en comparant les taux
chez les contr6les a ceux trouvés chez les patients déments des différents groupes. En effet, le
taux qui était de 0,11 mg/mL/mg de protéine chez les contrdles passe a 0,049 ; 0,064 et 0,045
mg/mL/mg de protéine chez le groupe de MA, de malades atteints par une démence vasculaire
ou d’une autre démence. Aucune différence significative n’est observée en comparant les

différents sous groupes de patients déments.
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Tableau 18 Taux du glutathion réduit (GSH) érythrocytaire et plasmatique chez les patients
déments et les contréles.

GSH plasmatique GSH érythrocytaire
(mg/ml/mg de protéine) (mg/ml/mg de protéine)
Alzheimer 0,049+ 0,028** 0,0015 £ 0,001**
Démence vasculaire 0,064 + 0,096** 0,00147 + 0,00088**
Autres démences 0,045 + 0,019** 0,0017 = 0,0024**
Controles 0,11 + 0,064 0,0005 + 0,0002

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne = SEM. L’analyse des données a été faite
par le test Mann Whitney. La différence significative entre contrdle et patients déments est
indiquée par **. (**: P<0,001)

2. Evaluation des marqueurs de la peroxydation lipidique et des protéines

carbonylées au niveau plasmatique et /ou érythrocytaire

Un déficit de la réponse antioxydante induit divers dommages qui peuvent affecter
toutes les composantes de la cellule. Un dosage des produits de 1’oxydation des lipides et des
protéines a été réalisé au niveau du plasma et/ou des érythrocytes de patients atteints par une
démence ainsi que chez les sujets contrbles. Les résultats des dosages présentés dans les
Tableaux19 montrent une augmentation significative des taux plasmatiques et
érythrocytaires de malondialdéhyde (MDA) dans les différents sous-groupes de patients

déments comparativement au controle.

Au niveau erythrocytaire, le taux moyen de MDA qui était de 9561,87 nmoles/mg de
protéine passe a 13770,75; 15773,05 et 13527,46 nmoles/mg de protéine, respectivement

chez les MA, les patients atteints d’une démence vasculaire ou d’autres démences.

Au niveau plasmatique, le taux moyen de MDA chez les contrdles était de 160,72 +
64,42 et passe a 203,61 + 77,89 ; 226,93 + 64,62 et 194,31 + 79,50 nmoles/mg de protéine
respectivement chez les MA, les patients atteints d’'une démence vasculaire ou d’une autre
démence. Les taux moyens de MDA érythrocytaire sont a peu prés 10 fois plus élevés que les

taux plasmatiques.
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De méme, des taux plus importants de dienes conjugués au niveau érythrocytaire sont
observés chez les patients (MA, DV et autres démences). En effet, la valeur moyenne des
dieénes conjugués érythrocytaires qui était de 128,43 + 89,40 pmol d'hydroperoxydes /mg de
protéine chez les sujets controles, passe a 201,80 + 130,84 ; 225,04 + 163,88 et 206,43 *
127,44 umol d'hydroperoxydes /mg de protéine respectivement chez les MA, les patients
atteints d’une démence vasculaires ou d’une autre démence (Tableau 19. Au contraire, au
niveau plasmatique, les taux moyens des diénes conjugués chez les patients déments

diminuent de facon significative comparativement au contiic@éléau 20.

Par ailleurs, le taux des protéines carbonylées, indiquant la présence de protéines
modifiées,résultant de la réaction d’aldéhydes issus de produits de la peroxydation lipidique
avec les résidus amines des protéines, a été mesuré au niveau érythrocytaire chez les patients
déments et les sujets controlefalfleau 19. Une augmentation significative de la
carbonylation des protéines est observée en comparant le groupe contrdle aux sous groupes de
déments atteints par une démence vasculaire ou par une autre démence. Aucune différence
significative du taux des protéines carbonylées érythrocytaires n’est observée chez le sous

groupe de MA comparativement au groupe contréle.

3. Evaluation de ’ampleur du stress oxydant selon la sévérité de la démence

La sévérité¢ de I’atteinte par une démence semble corrélée avec I’installation d’un

stress oxydant identifié grace a la mesure de marqueurs du stress.

= Relation activité catalasesévérité des démences

En effet, ur nette augmentation de I’activité catalase est observée dansles différents
stades de démences. Cette augmentation est plus marquée chez les patients ayant une
démence légere (MMSE entre 19 et 26). Elle est moins importante en fonction de la sévérité
de la démencd-{gure 81A).

L’activité catalase érythrocytaire chez les patients atteints par une démence légere
varie selon le type de démence ; les malades MA présentent une activité enzymatique catalase
plus importante comparativement aux autres sous groupes de déRiguts 81B). Aux
stades les plus avancées de la démence, I’activité catalase est semblable pour les 3 sous

groupes de patients déments.
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Tableau 19: Taux des marqueurs de peroxydation lipidique et de protéines
carbonylées érythrocytaires dans les différents sous-groupes de déments et dans les contréles

Alzheimer Démence vasculaire Autres démences Contréles

13770,758 15773,05 13527,46 9561,87
MDA + + + +
(nm0|es/mg de proté”% 5728,89* 5748,38* 5532,55* 5448,11
protéines 3,648E05 9,08E05 4,31E05 3,65E05
carbonylées
+ + + +
(nM de carbonyles /mg
de protéind 1,10E05 1,69E05* 1,15E05* 9,01E06
Diénes Conjugué 201,80 225,04 206,43 128,43
(umol d'hydroperoxydes + + +
Img de protéing 130,84* 163,88* 127,44* 89,40

Les résultats@it présentés sous forme de moyenne = SEM. L’analyse des données a été faite
par le test Mann Whitney. La différence significative entre contrfle et patients déments est

indiquée par *. (*: P<0,05).

Tableau 20 Taux de marqueurs de peroxydation lipidique et de protéines carbonylées
plasmatiques dans les différents sous-groupes

Démence Alzheimer Autres Contrbles
vasculaire démences
MDA
77,89* 64,62** 79,50
Dienes Conjugué
(umol
d'hvdroperoxvdes/ma de 149,82 + 168,55 + 52,78* 160,32 + 264,76
ydroperoxycesimg 56,85 58,84* 24128

protéine)
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Fiqure 81: Evaluation de [’activité catalase érythrocytaire en fonction de la sévérité et du
type de démenck) réepartition selon le score MMSE (Contréle >26 ; démence légere [19-
26] ; démence modérée [10-19]; démence sévere <1B).répartition selon le type de

démence et le score MMSE.
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= Relation activité GPxsévérité des démences
Une diminution de I’activité GPx érythrocytaire est observée chez les patients
différents stades de démence comparativement au groupe contréles. La répartition des valeurs
moyennes de I’activité GPx érythrocytaire selon la sévérité et le type de démence montre de
légeres variabilités deette activité entre les sous groupes de déments ainsi qu’entre les
individus du méme groupd-igure 82A). En revanche, le sous-groupe des patients atteints
par une MA sévere (MMSE<10) présente une activité GPx plus importante par rapport au
patients ayant une autre démence au méme degré de séugtité g2A).
Par ailleurs]a mesure de I’activité GPx au niveau plasmatique montre une diminution
de I’activité antioxydante de cette enzyme dans les patients déments a 1’exception du groupe
patients atteints par une autre démence pour lesquels une grande variabilité intergroupes est
remarquée. La réduction de I’activit¢ GPx est plus marquée chez les patients MA
comparativement aux patients atteints par une DV et elle est fonction du score MMSE
(Figure 82B).
Relation activité SOBseéverité des démences
La répartition de I’activité SOD érythrocytaire en fonction du score MMSE ne révéle
pas de différence notable entre les stades de démence chez les MA ainsi que chez les autres
démences (résultats non montreés).
* Relation MDA-sévérité des démences
Chez les patients déments dont les MA, les concentrations eérythrocytaires et
plasmatiques de MDA augmentent progressivement en fonction du stade de la démence. Cette
augmentation semble plus importante pour les patients a des stades précoces de la démence
(Figure 83 A et B.
» Relation GSH-séveérité des démences
Les concentrations érythrocytaires et plasmatiques du GSH diminuent dans les
différents types de démences. Le stade de D’atteinte par la démence semble ne pas avoir
d’effet notable sur les concentrations périphériques en GSH (Figure 84 A et B).
= Relation dienes conjuguésévérité des démences
La mesure de la concentration des diénes conjugués au niveau érythrocytaire révele
une augmentation de leur taux chez les différents patients déments étudiés. Cette
augmentation est fonction du stade de la démence. En revanche, au niveau plasmatique la
sévérité de I’atteinte par une démence ne semble avoir aucune influence sur la concentration

des diénes conjugueés.
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Dans le groupe des patients MA, les enzymes antioxyslahie GSH ainsi que les
marqueurs del’oxydation lipidiques et protéiques sont corrélés Ainsi, au nhiveau
érythrocytaire, le taux du MDA est corrélé faiblement avec 1’activité des enzymes
antioxydantes SOD, GPx et catalase avec des valeurs respectives du coefficeréiatgoo
r de 0,25; 0,168 et 0,111. Au niveau erythrocytaire, le taux de MDA est significativement
corrélé avec l’activité GPx plasmatique. Des corrélations négatives ont été observées au
niveau érythrocytaire entre le taux de dienes conjugués, le ta@SHect 1’activité SOD
(avec respectivement r = -0,422; r = -0,581). Le taux de GSH érythrocytaire é#t corr
positivement avec le taux de MDA plasmatique, le taux de protéines carbonyl€estieité

SOD érythrocytaire avec des coefficients de corrélation respectifs r de 0,469 ; 0,114 et 0,206.

Par ailleurs, certaines corrélations ont été trouvées au niveau plasmatique. Le taux de
MDA plasmatique est corrél&ignificativement avec I’activité antioxydante du GPx
plasmatique (r = -0,512), il est faiblement corrélé avec le taux plasmatique de GSH (r =-
0,027). Une corrélation positive entre MDA et dienes conju@lesmatiques s’est révélée

significative chez le groupe des patients MA (r = 0,239).
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Figure 82: Répartitionde [ activité GPx en fonction de la sévérité (score MMSE) (Controle
>26 ; démence légere [19-26] ; démence modérée [10-19]; démence séveret diidype

de démenceA) Activité GPx érythrocytair®) Activité GPx plasmatique.
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Figure 83: Répartition du taux de MDA en fonction de la sévérité (score MMSE) (Contrble
>26 ; démence légere [19-26] ; démence modérée [10-19]; démence séveret diiOype
de démenceet du type de la démencA) Taux de MDA érythrocytaireB) Taux de MDA

plasmatique.
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Figure 84: Répartition du taux de GSH en fonction de la sévérité (score MMSE) (Controle
>26 ; démence légere [19-26] ; démence modérée [10-19]; démence severet dli0ype
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plasmatique.
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Figure 85: Répartition du taux des diénes conjuguées erythrocytaire en fonction de la
sévérité (score MMSE) (Contrdle >26 ; démence légére [19-26] ; démence modérée [10-19];

démence sévere <16)du type de démenoet du type de la démence.

V Evaluation du métabolisme peroxysomal au niveau plasmatique et érythrocytaire

dans différents types de démences

L’implication du dysfonctionnement du peroxysome dans le processus de
vieillissement et au développement de MA a été suggéré par des résultats obtenus in vitro, sur
des modeles animaux et dans une étude clinique post-md@@temmi( et al., 2009 Kou et al,

201]1). Dans le but de rechercher I’éventuelle contribution de cet organite dans le
développement et la physiopathologie des démences et en particulier la MA, différents
marqueurs du métabolisme péroxysomale ont été mesurés au niveau du plasma et des

erythrocytes de patients déments et contréles.

Ainsi, une détermination des taux plasmatiques et eérythrocytaires de C22:0 et
d’AGTLCs (C24:0 et C26:0),’acide phytanique et de plasmalogenes C16:0 a été réalisée
par CPG/SM.
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1. Evaluation du taux des substrats de la B-oxydation peroxysomale au niveau

érythrocytaire et plasmatique

Les acides gras a trés longues chaines (AGTLCs) subissent un raccourcissement de
leur chaine carbonée au niveau du peroxysome+oarydation. De méme, la derniére étape
de synthése du DHA s’effectue dans cet organite par B-oxydation de son précurseur le C24:6.
Une quantification des taux plasmatiques et érythrocytaires de ces AGTLCs a été réalisée e
les résultats de ce dosage sont présentés dahaliEsaux 21 a 26

La comparaison des valeurs moyennes de ces AGTLCs entre groupe controles et
groupe de patients déments montre une augmentation significative du C26:0 plasmatique et
érythrocytaire dans le groupe de démeiitsb(eau 21 et 23. La concentration plasmatique
du C26:0, de 1,08 + 1,48 uM chez les contrbles, passe a 12,86 + 5,42 uM chez les patients
déments (p < 0,001 ableau 23. Chez les patients MA, le taux du C26:0 plasmatique, est
12 fois plus important comparativement au sujets contréles (12,64 + 6,11 uM vs 1,08 + 1,48
KM) ce qui fait de cet acide gras un biomarqueur puissant et tres informatif de la MA (dép6t
de brevet n°1358513; 05 09 201B)accumulation plasmatique du C26:0 est aussi observée
dans les sous-groupes de déments atteints par une démence vasculaire ou par un autre type de
démence Tableau 24. L’analyse de la courbe ROC correspondant au C26:0 plasmatique
révele un seuil décisionnel de 2,899 uM. La sensibilité du dosage est de 100%. Sa spécificité
est de 98,8% et le dosage du C26:0 plasmatique permet de classer correctement 99,1% des

patients Alzheimer.

Au niveau des érythrocytes circulants, le taux de C26:0 qui était de 1,92 + 2,07 uM
dans les controles passe a 16,23 = 2,07 uM ; 17,66 + 3,85 et 6,72 M, 08spectivement
dans le groupe de MA, le groupe des démences vasculadéesiets démences (Tableau
22).

L’analyse de la courbe ROC correspondant au C26:0 érythrocytaire montre un seuil
décisionnel optimal de 4,159 uM. Dans cette situation la sensibilité du dosage est de 100% et
sa spécificité de 97,8%. La mesure du C26:0 érythrocytaire permet de classer correctement
98,3% des patients Alzheimer. Les concentrations de C26:0 érythrocytaire sont

significativement corrélées a celles du C26:0 plasmatique (r= PFF&70,001).
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La comparaison des valeurs moyennes du C24:0 entre groupe contrbles et groupe de
patients déments montre une augmentation significative du C24:0 plasmatique dans le groupe
de déments. La concentration plasmatique du C24.0, qui était de 24,68 M @ans les

contrbles, passe a 28,53 £ 7 UM dans les patients dériabtequ 23.

Chez les patients MA, le taux du C24:0 plasmatique, a augmenté comparativement au
sujets contrdles (29,82 £ 6,40 uM). De méme, une accumulation du C24:0 est observée dans
les plasmas des déments atteints par une démence vasculaire ou par un autre type de démence
avec un taux plus important pour le sous-groupe des démences vasculaires (29,92 +7,93 uM)
(Tableau 249.

En revanche, une diminution de la concentration du C24:0 au niveau des érythrocytes
circulants est observée chez les patients déments, le taux de C24:0 qui était de938272
UM dans les contrdles passe a 2426,7 uM; 24,29+ 6,16 et 24,41 + 4,8uM,
respectivementdans le groupe de MA, le groupe des démences vasculair¢€auets
démencesTableaux 21 et 22

Les concentrations de C24:0 plasmatiques sont corrélées a celles du C26:0
plasmatique et érythrocytaire avec des coefficients de corrélation r respectifs de 0,163 et
0,179 P < 0,05 (Figure 86).

Par ailleurs, le C22:0, un acide gras dont le métabolisme s’effectue en partie dans le
peroxysome, a été quantifié chez les patients déments et les contréles. Ce dosage montre une
accumulation de cet acide gras dans le plasma et les érythrocytes. Au niveau plasmatique, la
concentration du C22:0 chez les patients est de 26,5 £ 7,86 uM alors qu’elle n’est que de
23,59 £ 7,09 uM chez les sujets controles<0,00) (Tableau 23. La comparaison de la
concentration du C22:0 entre les différents sous groupes de démence et le groupe contrbles
révéle une surproduction significative de cet acide gras au niveau plasmatique (MA : 24,77 *
7,45 uM; DV : 28,7 + 8,36 UM et autres démences : 26,98 + 7,86 Tablgau 29. Au
niveau érythrocytaire, une accumulation moins marquée du C22:0 est détectée avec une
concentration de 21,57 + 8,32 uM dans les contréles et de 24,96 + 5,83 uM chez les patients
déments Tableau 2J). Pour les MA, la concentration moyenne de C22:0 est de 25,69 + 4,11
UM (Tableau 23.

L’analyse de la courbe ROC correspondant au C22:0 érythrocytaire montre un seuil
décisionnel optimal de 19,38M.. Dans cette situation, la sensibilité du dosage est de 100% et

sa specificité de 42,96.
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Les concentrations de C22:0 érythrocytaire sont significativement corrélées a celles du
C26:0 érythrocytaire (r= 0,221P < 0,09 et plasmatique (r=0,225° < 0,09. De plus, les
concentrations de C22:0 plasmatique sont significativement corrélées a celles du C26:0
erythrocytaire (r= 0,279P < 0,00)) et plasmatique (r=0,149).

La comparaison des concentrations moyennes du C22:6 (DHA) entre groupe controle
et groupe de patients déments montre une diminution significative du cet AG au niveau
plasmatique et érythrocytaire dans le groupe de démEaitde@u 21 et 23. La concentration
plasmatique du DHA (71,4¥ 5,11 uM) dans les contrbles passe a 456506 UM chez les
patients démentsP(< 0,00]). Chez les patients MA, le taux d@HA plasmatique, est de
45,69+ 8,25 uM La déficience plasmatique du DHA, comparativement au contrble, est aussi
observée dans les sous-groupes de déments atteints par une démence vasculaire ou par un

autre type de démenceableau 29.

Au niveau des érythrocytes, la concentration du DHA qui est de #9885 uM
dans les contrbles passe a 43i8%2 ,57uM; 59,05 + 30,67uM et 55,99 + 26,60uM,

respectivementdans le groupe de MA, déémences vasculaires ou d’autres démences
(Tableau 22.

L’analyse de la courbe ROC correspondant aDHA érythrocytaire montre un seuil
décisionnel optimal de 51,45 pM. Dans cette situation, la sensibilité du dosage est%e 54,1

et sa spécificité de 72 %.

Les concentrations deHA érythrocytaire sont significativement corrélées a celles du
DHA plasmatique (r= 0 ,407P < 0,00).
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Tableau 21: Valeurs moyennes des taux érythrocytaires des AGTLCs chez les

patients déments et les contréles.

C26:0 (uM) C24:.0 (uM)  C22:0 (uM) C22 :6 (UM)

Controles 1,92 +2,07 31,72+9,52 21,57+8,32 79,88+9,75

Patients
déments 16,78 + 4,37** 24,32 +5,47* 2496 + 583** 52,19+4,21

La différence significative entre contrble et patients déments est indiquée par **,
(** : P<0,001)

Tableau 22 Valeurs moyennes des taux érythrocytaires des AGTLCs et du DHA dans les

différents sous groupes de patients déments et chez les contrdles.

C26:0 (uM) C24:0 (uM) C22:.0 (UM)  C22:6 (DHA) (UM)

Démence vasculaire
17,66 + 3,85** 24,29 + 6,16 25,54 + 6,32* 59,05 + 30,67

16,35 + 4,91* 2426 £570 25,69 +4,11* 43,85+ 12,57*

Alzheimer
Autres démences 16,59 +4,15** 24,41 +4,85* 23,73 £ 6,99 55,99 + 26,60
Controles 1,92 £2,07 31,72 +9,52 21,57 £8,32 79,88 + 49,75

La différence significative entre contrdle et patients déments est indiquée par **,
(** P<0,001)

Page 242




Résultats

Tableau 23: Valeurs moyennes des taux plasmatiques des AGTLCs et du DHA dans

les patients déments et les contréles.

C26:0 (UM) C24:0 (uM)  C22:0 (uM)  C22:6 (DHA)
(UM)
Controles 1,08+ 1,48 24,68+1,71 23,59+7,09 71,47+5,11

Patients déments 12,86+ 5,42** 28,53+ 7,00 26,50+ 7,86 45,65+ 4,06**

La différence significative entre contrble et patients déments est indiquée par **,
(** : P<0,001)

Tableau 24 Valeurs moyennes des taux plasmatiques des AGTLCs et du DHA dans les

différents sous groupes de patients déments et les contrdles.

c26:0 (uv)  C2HOM T cor0 (uM)  C22:6 (DHA) (um)
Démence vasculaire -0 #2117 29.9227.93 28704836 40,39 +14,22*
Alzheimer 12,64 +6110 298264 520 745+ 45,69 +8,25¢
Autres démences 221 £476™ 2574040 569847,86 49,80 +18,54*
24,68 £11,71

1,08 £1,48 23,59 £7,09 71,47 55,11

Controles

La différence significative entre contrdle et patients déments est indiquée par * et **,
(* :P<0,05et*: P<0,001)
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Figure 86: Corrélation entre les concentrations de C26:0 érythrocytaire et celles de C26:0
plasmatique.

Tableau 25 Valeurs moyennes des taux plasmatiques et érythrocytales acide
phytanique et du plasmalogene-C16:0 chez les patients déments et chez les contrdles.

Plasmalogéne- Plasmalogéne-
C16:0 C16:0
Acide phytanique érythrocytaire Acide phytanique plasmatique
érythrocytaire (uUM) (UM) plasmatique (LM) (UM)
Controles 16,39 55,85 16,90 22,36
+ + + +
6,67 7,17 3,16 2,67
Patients 18,61 48,02 25,27 17,41
déments + + + +
7,35 4,29* 7,32%* 3,62

La différence significative entre contrble et patients déments est indiquée par *,
(* : P<0,05).
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Tableau 26. Valeurs moyennes des taux plasmatiqwesérythrocytaires de [’acide
phytanique et du plasmalogene-C16:0 dans les différents sous groupes de patients déments et
chez les controles.

Plasmalogene- Plasmalogéne-

Acide phytanique

Acide phytanique C16:0 lasmatique C16:0
érythrocytaire (UM)  érythrocytaire P (M) q plasmatique
(LM) (LM)
Démence
vasculaire 16,04 +8.70 53,31 +6,54 2943+919*  17,55+11,94
Alzheimer 20,15 +5.07 49,06 +4,79 24,33 +5 64* 12.86 +6,66*
Autres
démences 18,87 +1,49 42,49 +3,37 23,16 +8,15 23,21 +8.99
Controles 16,39 +6.67 55,85 +7,17 16,9 +3,16 22,36 +2.67

La différence significative entre contrdle et patients déments est indiquée par * et **,
(* : P<0,05et*: P<0,001)

La comparaison desoncentrations moyennes de 1’acide phytanique érythrocytaire et
plasmatique entre groupe contrble et groupe de patients déments montre une augmentation
chez ces dernierd @bleaux 25 et 2. Cette augmentation s’est montrée significative au
niveau plasmatique. En effet, la concentration de 16,9 = BM&hez les controles est
passée a 29.43 + 9,19 uM chez les patients atteints d’une démence vasculaire, a 24,33 + 5,64

UM chez les patients Alzheimer et a 23,16 = 8,15 uM dans les autres démences.

En revanche, le dosage du plasmalog&i® :0 montre une diminution de son taux au
niveau erythrocytaire et plasmatique chez les patients déments. Cette diminution est
significative pour les patients MA avec une concentration plasmatique de 12,86 + 6,66 uM

alors qu’elle est de 22,36 = 2,67chez les controleFgbleaux 25 et 2.
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2. Détermination du profil des acides gras au niveau plasmatique et erythrocytaire

Pour établir un profil d’acides gras plus large, un dosage par CPG a été réalisé sur les
érythrocytes Tableaux 27 et 28 ainsi que sur les plasmas des patients déments et controles
(Tableaux 29 et 3). Pour les acides gras saturés étudiés (de C12:0 a C26:0), des variations
importantes entre déments et contréles ont été observées avec les différents acides gras. Les
taux de C13:0, C16:0, C22:0 et C24:0 et de C26:0 augmentent de fagon significative chez tous
les déments. Des taux en acide gras saturés plus faibles sont observés chez les patients ayant
une démence vasculaire ou une autre démence en comparaison aux patients MA et ceci en
particulier pour le C13:0, C14:0, C15:0 et C18ralfleau 28)

Pour les acides monoinsaturés, de faibles diminutiorsldu, C16:1 n-7 et du C17:1 n-
7 ont été observées pour tous les déments. Une augmentation des AGMI a longue et a trés
longue chaine s’est révélée importante chez les déments en comparaison aux contrdles

(Tableau 28)

Pour les acides polyinsaturés, une augmentation trés significative est observée chez
tous les déments en comparaison aux contrdles, a ’exception du C22:6 n-3. On observe
également une différence significative entre les DV et les MA (MA>DV) et entre MA et

autres démences (MA>autres démencEableau 28)

Tableau 27: Profil érythrocytaire des acides gras trans dans les différents sous groupes de
patients déments et chez les contrdles.

Controles Alzheimer Démence Autres

vasculaire démences

C16:1 trans1l 5,90 + 2,00 4,91 +1,37 3,12+2,18 3,24+ 1,47
C18:1trans 9 3,27+1,72 58,85+4,83* 44,14 + 2,22 5,88 £ 1,25%¢

Cl8:1 trans 11 569+2,63 17,62+291* 17,52 +1,33* 5,78 + 1,6@:
C18:2 cis 9trans 11 1,22 £0,19 6,51 +1,24* 2,82 +£0,53 12,39+ 1,33*%¢

Cl8:2trans 9trans 12 3,08 £ 0,47 4,98 +1,49 2,96 + 0,84 2,81 +0,92

C18:2 trans 9 cis 12 2,28 £1,03 6,39+ 1,34* 3,78+1,14 6,31+ 1,30*

C18:2 cis 9 trans 12 2,06£0,60  10,37%4,26* 563+1,3% 2,50 +1,0@

Ci18:2trans 10cis 12 2,31+£0,24 18,24 +5,65* 576 £2,01 4,22 +1,05
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C20:1 trans 11 3,15+1,82 531+3,15 8,08 +2,11* 7,31+1,87*

> AG Trans 23,93+2,57 87,32+5,02* 71,21 +5,56** 28,44 + 3,28¢

Une différence significative entre contrdles et patients déments est indiquée par * (iedtViitmey).
Une différence significative entre DV et Alzheimer est indiquée par  (Test Mann Whitney).

Une différence significative entre DV et autres démences est indiquée par # (Test Mann) Whitney
Une différence significative entre Alzheimer et autres démences est indiqudd @strMann Whitngy
YAG Trans : Somme des acides gras trans

Pour les acides gras tran¥ableau 27, une augmentation significative de la
concentration totale en AG trans erythrocytaires est observée chez les patients déments
(Alzheimer et démence vasculaire) comparativemextontroles. De méme, 1’accumulation
des différents AG trans s’est révélée significative chez le groupe de patients MA en
comparaison aux controles. Les taux de C18:1 trans 9, C18:2 cis 9 trans 11 et C18:2 trans 10
cis 12 sont significativememnt plus faibles chez les patients ayant une démence vasculaire
comparativement aux patients MA. Les taux plus faibes de ces acides gras ainsi que ceux de
C18:1 trans 11 sont observés chez les patients ayant une autre démence en comparaison au

patients MA.

Pour les acides gras saturés plasmatiques étudiés des augmentations importantes des
différents acides gras, a ’exception du C14:0, C15:0 et C16:0, ont été observées chez les
déments en comparaison aux contréles. Le taux de C13:0, C16:0, C22:0 et C24:0 et de C26:0
awgmentent de facon significative chez tous les déments. Des taux en acide gras saturés plus
faibles ont été observés chez les patients ayant une démence vasculaire ou une autre démence
en comparaison aux patients MA et ceci en particulier pour le C13:0, C14:0, C15:0 et C18:0
(Tableau 29).

Pour les acides gras monoinsaturés plasmatiques, une diminution significative des taux
de la majorité des acides gras a été observée chez les groupes de déments a 1’exception du
C18:1 n-7 et du C20:1 n-9. Des variations intergroupes ont été remarquées awex desC14 :1,
C17 :1 n-7, C18:1 n-9 et C22 :1 plus faibles chez les(V#bleau 29.

Pour les acides gras polyinsaturés plasmatiques, des taux plus faibles ont été
remarqués chez les différents groupes de déments comparativement aux contrbles. Des
variations significatives ont été observées également entre les MA, les DV et les autres

démences avec des taux plus faibles pour le groupe MA.
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Pour les acides gras trans, une augmentation de la concentration totale de ces AG chez

les groupes MA et autres démences a été mise en évidence comparativement aux contréles

(Tableau 30. En effet, une accumulation de certains AGT a été observée chez les MA a
savoirC18:1 trans 9, C18:1 trans 11, C18:2 trans 9 trans 12, C20:1 trans 11 et C18tP tizns2.

Des variations entre les groupes de déments ont été ramarquées.

Tableau 28. Profil érythrocytaire des acides gras dans les différents sous groupes de
patients déments et chez les contrdles. Les valeurs présentées dans le tableau sont exprimées
en ug pour ImL d’érythrocytes

Controles Alzheimer Démence Autres démences
vasculaire

YAGS 252,01 +4,24 427,30 + 14,70* 389,47 + 13,30* 368,12 + 13,56¢
C12:0 10,59 + 2.83 9,69 + 2,47 4,14 + 1,297 8,64 + 1,5
C13:0 5,32 + 7,40 9,35+ 14,11* 5,35+ 7,26 7,52 +2,87
C14.0 11,94+ 10,31 11,85+ 20,75 4,75 £ 5,067 11,63 = 4,36#
C15:0 5,47 + 7,61 3,46 + 4,10 2,91 +2,04 2,79 +0,33
C16:0 132,95 +32,41 217,76 +12,07* 190,68 + 7,22 174,49 + 6,48¢
C18:0 74,16 £ 7,20 136,98 + 8,62* 131,88 + 8,031 130,38 £ 7,31**
C20:0 3,55+1,66 4,12+1,34 4,09 + 1,47 2,27 +1,16*
C22:0 7,15+1,31 8,50 + 2,24* 15,21 + 2,281 6,92 +2,12
C24:0 5,68 +2,10 19,67 £ 1,91* 19,63 £ 3,96** 16,13 +1,23*
C26:0 1,94+ 0,78 9,11 + 1,52 17,50 £ 3,41* 10,25 + 1,60#
YAGMI 137,97 £19,3 234,19+ 14,42 148,34 + 7,39 195,97 +11,94#
Ci4:1 5,53+7,13 4,11 + 5,96* 2,30 +2,18* 5,97 +1,19
C16:1 n-7 7,18 + 3,93 5,12 +1,92 2,49 £ 0,381 3,31+0,63
C17:1 n-7 5,76 £ 1,28 2,22 +1,89 2,15 +1,97 18,77 £ 53,12¢
C18:1 n-9 95,73+11,77 131,27 £9,34* 79,06 + 8,59 106,28 + 7,8%=
C18:1 n-7 9,96 + 1,79 15,71 £10,17* 15,75 +11,62* 14,51 + 8,05
C20:1 n-9 2,59 +1,06 21,62 + 2,50** 14,84 + 2,58*q 9,49 +2.24

Page 248




Résultats

C22:1n-9

C24:1 n-9

XAGPI

C18:2 n-6

C18:3n-6

C18:3 n-3

C20:3 n-6

C20:3 n-3

C20:4 n-6

C20:5n-3

C22:6 n-3

XAGPI n-3

XAGPI n-6

AGPI n-3/ AGPI n-6

7,43 +1,95
7,81+4,31
72,41 +9,20
38,01 +7,81
247 +471
2,54+ 1,15
6,89 + 1,65
5,22 +1,07
13,58 + 5,60
2,93+1,59
4,78 + 3,48

13,07 £ 9,67

144,92 +14,36 206,96 + 13,64*

0,69 +0,61

14,78 + 2,32*
48,88 + 3,37
246,38 + 15,14
84,45 + 6,78*
261+1,71
13,02 £ 3,31
54,12 + 5,62**
16,61 + 1,81**
77,82 = 5,80**
13,77 +1,61*
3,92 +1,94

39,42 + 4,78

0,44 + 0,37

8,33 +1,02
27,16 £ 2,69*
179,82 £ 9,06*

40,24 +7,3%
2,85+1,79

7,27 + 1,54

55,33 +5,41*
18,72 + 3,64*
33,55 + 4,809
19,73 + 4,00*
3,01 +1,40

51,53 + 6,69*

133,61 + 62,05

1,92 + 0,84

4,35+1,61%
40,23 + 3,80*
229,59 * 19,06*
71,92 + 4,44*
22,48 £ 6,18
3,68 +1,4%
48,33 + 8,30**
10,79 £ 3,1#
61,05+ 5,77#
22,04 £ 5,44¢
7,91 +1,77#
42,84 + 5,83
186,75 + 16,46*

0,91 +1,89%

Une différence significative entre controltpatients déments est indiquée par * (Test Mann Whitney).
Une différence significative entre DV et Alzheimer est indiquée par § (Test Mann Whitney).

Une différence significative entre DV et autres démences est indiquée par # (Test Mann) Whitney
Une différence significative entre Alzheimer et autres démences est indiqi&d @strMann Whitngy

Tableau 29 Profil plasmatique des acides gras dans les différents sous groupes de patients
déments et chez les contréles. Les concentrations en acide gras sont exprimées en uM.

Controles Alzheimer Démence Autres démences
vasculaire

2AGS 4705,11+21,72 4095,27+20,47* 3896,42+13,44% 4385,11+19 54#

C12:0 46,20+£550 231,72+17,71* 236,01+ 19,67** 150,55 +
11,14%¢

C13:0 51,86 +6,98 119,92 + 14,06* 74,05 + 6,389 107,49 + 9,16#

C14:0 553,61 +26,24 62,00 + 7,82* 79,80 +12,11** 121,14 +
13,68%«¢

C15:0 7795 +8,36 20,98 +20,61* 21,34+18,58** 34,46+ 4,78
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C16:0

C18:0

C20:0

C22:0

C24:0

C26:0

XAGMI

Cil4:1

C16:1 n-7

Cl7:1n-7

C18:1 n-9

C18:1 n-7

C20:1 n-9

C22:1n-9

C24:1 n-9

YAGPI

C18:2 n-6

C18:3 n-6

C18:3n-3

C20:3 n-6

C20:3 n-3

C20:4 n-6

C20:5n-3

C22:6 n-3

3193,52
17,57

908,63 + 35,73 930,40 + 36,48

30,89 +4,90
37,97 + 4,07
22,67 + 4,74

172,54+
112,51

3604,74+
49,54

156,35 + 16,97

340,43 + 22,35

82,57+ 12,91

2712,32+
19,44

231,22+10,00
69,89 + 7,54
41,85+ 7,52
29,04+ 6,71

4653,05+18,66

3682,28
52,21

63,28 + 4,09
85,04 + 13,49
60,26 + 5,73
210,53 +£9,34
545,87 £25,26
33,98 £ 7,88

42,72+ 38,84

2505,17 + 4,84*

34,26 + 3,22
61,47 +6,39*
28,65 + 4,96

245,94+17,91*

2830,69+ 25,92 2709,16+ 17,95

21,59 +32,71

212,16 £ 16,29 167,41 + 8,46*

29,14 + 3,20

2277,64 £12,51 2369,65 + 46,38

239,74 £ 13,16
119,74 £ 12,13
8,08 +7,18

29,07+ 7,47

2305,35 +
80,81**

899,32 + 31,38

27,77 £ 7,46
39,75+ 6,61
20,49 + 1,26*

198,51+ 9,64

22,58 £ 4,71**

76,72 =+ 8,39

247,31 £13,13

89,03+ 11,29
9,84 + 2,88**

29,81+5,07

2709,85 + 34,74

929,12 + 33,28
48,59 +7,15%
59,86 + 7,82#

26,07 £ 1,13

249,43+ 18,14*

3266,39+
68,53«

37,52 + 6,48**

220,49 +
112,32%

81,11 +10,38

2857,71+
41,42

259,97+ 13,60
61,79 + 4,68
18,46 + 4,56&

40,33+3,46#c

3703,75+ 26,34 3936,20+ 14,76f 3515,95+12,81#

2796,99 14,37 2800,62 + 70,85*

40,79 + 4,97
22,62 £ 4,24*
74,61 + 45,95
155,46 + 4,66
575,63 + 57,80

37,58 £ 4,56

34,19+ 17,18

48,55+ 7,09

29,58 + 7,35*
162,96 + 27,7%
207,75+ 12,8%
605,83+ 31,79
64,76 + 18,75%

32,47+ 12,59

2354,12+
29,89

79,61 + 5,34¢
48,78 = 7,16~
182,87 + 32,18
226,75+ 13,30
722,22+ 34,94*
19,27 + 1,77#¢

26,97+ 16,45¢
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XAGPI n-3 367,55+ 26,15 212,29+ 42,22* 321,26+19,29 317,79+ 26,17¢
XAGPI n-6 4312,43+  3488,02 + 3614,94 + 3198,16
78,03 86,42* 134,51~ +150,43%

Une différence significative entre controles et patients déments est indiquée par * (Teshiarey).
Une différence significative entre DV et Alzheimer est indiquée par § (Test Mann Whitney).

Une différence significative entre DV et autres démences est indiquée par # (Test Mann) Whitney
Une différence significative entre Alzheimer et autres démences est indiqeg& gstrMann Whitngy

Tableau 30: Profil plasmatique des acides gras trans dans les différents sous groupes de
patients déments et chez les contrdles. Les concentrations en acide gras sont exprimées en

KM.
Contréles Alzheimer Démence vasculaire Autres démences
AG Trans 545,38+ 38,49 813,21+ 16,96* 300,96+ 17,69 616,96+ 93,3
C16:1 trans11 146,16 + 11,45 67,44 + 4,38* 71,50 + 4,88* 83,35+ 5,52
C18:1trans 9 64,96 + 13,70 278,63+ 40,54* 206,41 +53,43*f 193,05 * 41,96*¢
C18:1 trans 11 58,79+ 451 63,09 + 5,66* 49,32 + 3,98 53,89 + 38,44
Ci18:2trans 9trans 12 24,99 +4,93 44,61 + 5,68* 31,96 + 4,22 22,71+ 1,1%
Cl8:2trans9cis 12 2856+5,28 17,40+11,86 26,12 + 22,6% 24,73 + 15,72
Cl8:2cis9trans 12 26,70+250 30,31+21,71 32,13 + 18,76 27,19 + 23,36
C20:1 trans 11 32,07+36,87 44,66 +7,42 32,75+ 3,65 30,28 + 31,49
Cl8:2cis9trans 11  46,85+8,40 40,16 + 11,39 33,69 +4,72 36,64 + 6,36
C18:2 trans 10 cis 12 161,53 + 47,3¢ 396,06 * 3,80* 36,04 +£3,79* 145,12 + 57,98

Une différence significative entre contrdles et patients déments est indiquée par * (TedVkiarey).
Une différence significative entre DV et Alzheimer est indiquée par 1 (Test Mann Whitney).
Une différence significative entre DV et autres démences est indiquée par # (Test Ntaeg)Wh
Une différence significative entre Alzheimer et autres démences est indiqégd @strMann Whitngy
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VI Evaluation des marqueurs inflammatoires au niveau plasmatique chez les malades

Alzheimer

Le dosge de certains marqueurs de [P’inflammation (IL1-B, TNF-o, acide
arachidonique (C20:4 érythocytair€20:4 plasmatique)Crpys) n’a été effectué que sur 25
patients Alzheimer parmi les 64 malades recrutés et que sur 21 contrdles parmi les 128 inclus
dans 1’¢tude. Une différence significative entre Alzheimer et contréles n’a été mise en
evidencequ’avec I'IL-1fB (Test de Mann-Whitney; P = 0,0297). Toutefois, des valesur
approchant la significativité sont observées avec le C20:4 érythrocytaire (Test de Mann-
Whitney; P = 0,0823). Les autres parametmessurés n’ont pas révélé de différences

marquées entre les groupes Alzheimer et contrdlgsiéau 37).

Tableau 31: Valeurs moyennes de la concentration plasmatigudNF-, IL1-8, C20:4
érythrocytaire, C20:4 plasmatique et G¢pghez les patients Alzheimer et les contréles

Parametres inflammatoires

Alzheimer Controles
mesurés
TNF-a (pg/mL) 130,57+ 99,75 144 94+ 105,34
IL -1p (pg/mL) 168,84+ 40,84  152,77+37,86 *

C20:4 érythrocytaire (UM)  384,47=* 145,83 277,29=* 206,25 (*)
C20:4 plasmatique (UM) 1065,22+ 692,26 1028,50=* 430,18

Crpus (Mmg/L) 9,22+ 14,10 9,03+ 13,53

*: Test de Mann-Whitney ; P=0,0297; (*):Test de Mann-Whitney ; P= 0,0823

Sur les parameétres ayant montré une significativité 1flL-ou une tendance (C20:4
érythrocytaire), nous avons cherché a savoir si les valeurs de ces parameétres pouvaient étre
influencées par le score MMSE (score dbntrbles >26; score 1 : démence |égére [19-26]

score 2 : démence modérée [10-19]; score 3 : démence séveére <10).

Avec I'IL-1B, les valeurs sont plus élevées lorsque le score augmente (score 1: 136,96 *
10.86 pg/mL; score 2 : 167,10 + 42,82 pg/mL; score 3 : 175,35 * 49,49 pg/mL). Selon un test
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de rang de Kriskall-Wallis la valeur depar rapport aux contrbles (score 162,77+ 37,86
pg/mL) est de 0,1597 ; la valeur &eentre les sous groupes Alzheimer est de 0,8433. En
raison des valeurs d&proches de 0,1 sur un petit effectif, il est possible que la quantification
de I’'IL-1PB sur I’ensemble de la population Alzheimer et contréles conduise a des résultats

significatifs.
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La MA est définie comme une démence menant au déclin des fonctions cognitives des
sujets atteints. De point de vue histologique, cette maladie est caractérisée par des dépots
d’amyloide-p (AP) et des dégénérescences neurofibrillaires, trouvés de part et d’autre de la
membrane plasmatique des neuror#®o( et al, 201]). Des perturbations du métabolisme
lipidique sont rapportées a un stade précoce de la maladie a savoir la réduction de plus de
15% du taux d’éthanolamine plasmalogénes au niveau de la matiére grise du cerveau de
patients atteints de MA; cette réduction a été corrélée a des pertes synaptiqudsse
dégénérescences au niveau du cerveau de ces pdtiantst(al, 200). Des accumulations
de C22:0 et d’AGTLCs (C24:0 et C26:0) ont aussi été révélées au niveau des régions
corticales du cerveau de patients MA a I’exception du parasubiculum, région dont les cellules
neuronales sont en nombre plus faible et ont une taille plus petite comparativement aux autres
régions du cortexKou et al, 2011. Ces AGs ont été associés a des dépbts de peptides A
(Kou et al, 201) et leur accumulation indiquerait des dysfonctions peroxysomales chez les
malades MA (Lizard et al, 2012). Dans certaines maladies neurodégénératives,
I’accumulation d’AGTLCs est déja bien connue comme dans le cas des leucodystrophies
peroxysomales. Dans ces maladies génétiques rares, telles que 1’adrénoleucodystrophie liée au
chromosome-X (X-ALD),le syndrome de Zellweger et la maladie Refsum infantile,
d’importantes accumulations plasmatiques et tissulaires d’AGTLCs sont observées (Geillon

et al, 2013.

Au cours du travail de These réalisé, la quantification de la teneur plasmatique en
C22:0 et en AGTLCs réalisée par CPG/SM chez des patients atteints de MA recrutés au sein
de la population Tunisienne a montré une augmentation hautement significative de la
concentration plasmatique en C22:0, C24:0 et C26:0 comparativement aux sujets contrdles
(Zarrouk et al, 2013.

Ces résultats ont conduit

)] a préciser les activités biologiques de C22:0, C24:0 et C26:0 sur des cellules
neuronales SK-N-BE en culture pour évaluer et caractériser leur lipotoxicité,

i) a définir I'incidence de C22:0, C24:0 et C26:0 sur I’amyloidogenése et la
tauopathie et réciproquement a évaluer I’impact de protéines amyloides sur
I’accumulation de ces acides gras.

i) a tente de s’opposer aux effets déléteres de C22:0, C24:0 et C26:0 a I’aide du
DHA.
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iv) a valider un modéle Alzheimer de souris transgénique APP PS1 AE9 pour
évaluer les modifications de lipides en relation avec le métabolisme
peroxysomal chez ces animaux,

V) a quanffier d’autres lipides associés au métabolisme peroxysomal
(plasmalogenes, acide phytanique, DHA) dans les échantillons de plasmas et
d’érythrocytes de malades déments (MA, démences vasculaires et autres
démences) utilisés pour quantifier C22:0, C24:0 &t:@C2insi qu’a mesurer
dans ces derniers des marqueurs du stress oxydant et de I’inflammation

cytokinique et non cytokinique.

Les résultats obtenus suggerent que le C22:0 et les AGTLCs (C24:0, C26:0) peuvent
contribuer a la neurodégénéréscence et que des dysfonctions du métabolisme de ces acides
gras pourraient intervenir dans les démences et en particulier dans la MA.

|. Caractéristiqgues de la lipotoxicité associée aux acides gras C22:0, C24:0 et C26:0
effets sur les organites cellulaires (mitochondries, peroxysomes et lysosomes),

P’activation de mort cellulaire, I’oxydation et I’inflammation

Dans le cadre des maladies neurodégénératives et en particulier de la MA, les
modifications cellulaires associées a la neurodégénéréscence s’accompagnent d’une altération
des mitochondries, de modifications du cytosquelette et d’un stress oxydant pouvant conduire
a la mort cellulaire ce qui pourrait expliquer, au moins en partie, I’atrophie cérébrale chez les

malades MA.

Pour aborder la part prise par le C22:0 et les AGTLCs (C24:0, C26:0) dans ces
modifications importantes survenant au niveau du systéme nerveux central, des cellules
neuronales humaines SKBE ont été mises en présence d’acides gras C22:0 et d’AGTLCs
(C24:0 et C26:0), identifiés en quantité augmentée au niveau des lésions cérébrales de
patients Alzheimer au stade V et VI de la classification de Braak, en utilisant des
concentrations correspondant a celles trouvées dans le plasma de maladésriddk ( et
al., 2012.

Dans ces conditions, sur cellules SK-N-BE traitées par C22:0, C24:0 ou C26:0, les
modifications suivantes ont été identifiées : inhibition de la croissance cellulaire, perte
d’adhésion, changement de la topographie et de la morphologie des mitochondries ainsi que

de leurs caractéristiqgues fonctionnelles (chute de potentiel transmembranaire mitochondrial
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A¥Ym, modification de I’expression des protéines de la phosphorylation oxydative,
augmentation d’anions superoxydes), désorganisation du cytosquelette, surproduction
d’espéces réactives de I’oxygéne, diminution du glutathion réduit (GSH), peroxydation
lipidique, augmentation de la perméabilité de la membrane cytoplasmique a I’iodure de
propidium et relargage de LDH. A la plus forte concentration utilisée (20 uM), la mort
cellulaire induite ne gsente pas de caractéristiques d’apoptose : absence de pic Sub-G1 et de
noyaux condensés et/ou fragmentés révélés par coloration a I’iodure de propidium et par
microscopie électronique a transmission. Cette derniere méthode met par ailleurs en évidence
la présence de nombreuses vacuoles suggérant qu’une déstabilisation de ces derniéres (ou un
processus d’autophagie) pourrait intervenir dans la mort cellulaire activée par les acides gras

C22:0, C24:0 et C26:0. Cette lipotoxicité sur celules SK-N-BE affesté d’autres organites
cellulaires (peroxysome, lysosome), conduit a la rupture de 1’équilibre RedOx, a une
surproduction de radicaux oxygénés et a une inflammation non cytokinique (surproduction de

LTB4) sans association a un processus inflammatoire cytokinique.

1. Effets des acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 sur la mitochondrie et I’activation de

la mort cellulaire

Les fonctions des mitochondries incluent la phosphorylation oxydative nécessaire pour
la production de I’ATP, mais elles jouent aussi des rbles importants ddnsnéostasie
ionique, dans plusieurs voies métaboliques, dlapsptose et la mort cellulaire en général et
dans la productiont la dégradation des espéces réactives de I’oxygene (ERO) (Beal , 2007,

Brinton , 2008).

Diverse études ont suggéré que les dysfonctionnements mitochondriaux joueraient des
rbles majeurs dans la pathogénie de troubles neurodégénératifs, y compris dans la MA

(Baloyanniset al,, 2008.

En accord avec les résultats obtenus sur des oligodendrocytes murins 158N, une
diminution de la prolifération cellulaire visualisée par microscopie a contraste de phase et
comptage en présence de bleu trypan (non exclu par les cellules mortes) a éteKbaélée (
et al, 2011) Ces effets sur la croissance cellulaire ont été confirmés par coloration au crystal
violet qui permet d’évaluer 1’état de confluence en colorant le noyau des cellules. La
diminution de D’activité succinate deshydrogénase par I’intermédiaire du MTT a conduit a

envisager des altérations mitochondriales $tfifet des acides gras.
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Compte tenu du réle majeur que jouent les mitochondries dans le mode de mort
cellulaire déclenché par divers agersoemer et al., 2007, l'influence de C22:0, C24:0 et
C26:0 sur la topographie, la morphologie et les fonctions mitochondriales a été étudiée.

Par microscopie électronique a transmission, des changements topographiques et
morphologiques majeurs des mitochondries ont été observés dans les cellules traitées avec les
acides gras comparativement aux cellules non traitées ou traitdesuk et al 2012. Un
regroupement des mitochondries dans diverses zones du cytoplasme a été remarqué suggérant
une biogenése mitochondriale dans ces zones. De plus, des mitochondries de forme allongées
ont été trouvées dans ces zones. Par ailleurs, dans les cellules traitées par les AGs, une
distribution diffuse et irréguliere des mitochondries a été révélée en microscopie a
fluorescence aprés coloration au MitoTraker-Red. Ce fluorochrome est capable de diffuser
passivement et de s’accumuler spécifiquement a I’intérieur des mitochondries actives ce qui
confirme la modification de la topographie des mitochondries mais suggere aussi une

éventuelle modification des caractéristiques de leurs menshrane

Il apparait donc que le traitement des cellules avec C22:0, C24:0 et C26:0 induit une
augmentation dé masse mitochondriale dés 5 uM, ’effet étant plus marqué avec le C22:0.
L’allongement des mitochondries associ¢ a I’augmentation de leur masse pourrait étre un outil
de protection du fonctionnemedit 1’organite ; cela permettrait de maintenir le niveau d'ATP
nécessaire pour le fonctionnement et la survie de la cellule comme démoi@anpeset al
(2011). Le dosage de I’ATP mitochondriale dans les cellules SK-N-BE traitées par 5 et 10
pM d’AGs a aussi montré une légere diminution du taux d’ATP ce qui suggere 1’altération de
I’expression des enzymes et des complexes de la chaine respiratoire impliqués dans la
syntheése de I’ATP et le maintien du potentiel transmembranaire mitochondrial (A¥m). Les
effets neurotoxiques du C22:0, C24:0 et C26:0, via les changements d'activité mitochondriale
ont été confirmés avec l'utilisation du Dig{8), une sonde fluorescente permettant de
mesurer le potentiel transmembranaire mitochondddfng). En utilisant cette sonde, le
pourcentage de cellules avec des mitochondries dépetasisgmente avec la dose d’AGs
démontrant un impact significatif des AGs sur l'activité mitochondriale dont la diminution
peut contribuer au déclenchement de la mort cellulaire. Des altérations du potentiel
mitochondrial sous I’effet des acides gras C22:0, C24:0 et / ou C26:0, en particulier a 20 puM,
ont aussi été démontrées sur des cellules de gliome de r&a@6ng et al, 2019, sur des
fibroblastes normaux ou de patients X-ALBo(ircadeet al, 2008, des oligodendrocytes et

des astrocytedHein et al, 200§. Cet impact des AGs sur la mitochondrie semble donc étre
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un effet nédste survenant quel que soit le type et 1’origine des cellules considérées. Ceci

indigue que la diminution dA¥m est commune & différents types de cellules et fournit la
preuve que le processus de mort cellulaire impliquant la mitochondrie est déclenché par les
acides gras C22:0, C24:0 et C26:0.

Pour tenter d’expliquer la dépolarisation mitochondriale induite par les AGs, une
¢valuation de I’expression protéique des complexes de la chaine respiratoire a été réalisée par
western blotting révélant de |égéres variatidat expression des unités des complexes I, 11,
et IV en particulier pour les cellules traitées ale€22:0. Ces faibles variations n’excluent
pas les possibles modifications oxydatives (carbonylation protéigue) que peuvent subir ces
protéines ou d’autres protéines des complexes de la chaine respiratoire, pouvant altérer leur
activité mais pas leur expression. En revanche, des différéatespression protéique de la
sous-unité Core 2 du Complexe Ill et de la sous-unité Il du Complexe IV ont été observée
suite aux traitements avec le C24:0 et le C26:0. Ces modifications sont en accord avec celles
observées dans les hépatocytes de souris déficientes en PEX-5 présentant des troubles de la
biogenése des peroxysomes, une altération de la 3-oxydation peroxisomale et I'accumulation
de C24:0 et C26:(Dirkx et al, 2005).De telles perturbations du niveau de I’expression et de
l'activité des enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique mitochondrial pouvant
conduire a une réduction de la synthése de I’ATP est considérée comme un phénoméne
impliqué dans I’apparition des dommages trouvés au niveau du cerveau de patients atteints de
MA (Blasset al, 2000. Par ailleurs, I’utilisation de modeles des cellules cybrides formées
par la transformation des cellules cultivables, privées de leur ADN mitochondrial endogéne,
par un ADN mitochondrial provenant de patients atteints de MA, a aussi permis de souligner
I’importance du dysfonctionnement mitochondrial dans la pathogénie de la MA (Cardoso et
al., 2004; Yao ¢ al., 2009. Les cellules cybrides de MA présentent une diminution du
potentiel mitochondrial, une diminution de la mobilité mitochondriale, un stress oxydant

accru et une augmentation de la production d’A.

Par rapport aux connaissances actuelles, I’étude réalisée sur les cellules SK-N-BE a
apporté des éléments nouveaux sur les effets des acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 au niveau
de la mitochondrie : la chute du potentiel transmembranaire mitochondrial mesurée par
coloration au DiO@(3) pourrait étre la conséquence de modifications survenant au niveau des
protéines impliquées dans la phosphorylation oxydati@alda et al, 201). Cette
perturbation de la chaine respiratoire conduirait alors a une accumulation d’anions

superoxydes au niveau de la mitochondrie révélée par coloration au Mitotracker Red
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(Zarrouk et al, 2019. Toutefois, la part prise directement par la mitochondrie dans le stress
oxydant global ne serait que mineure dans la mesure ou la proportion de cellules colorées par
le MitoSox Red (permettant de mesurer la surproduction d’anions superoxydes
mitochondriaux) est plus faible que celle révélée par la dihydroéthidine (permettant de
mesurer la surproduction d’anions superoxydes totaux au niveau intracellulaire). En fait, en

accord avec I’hypothése émise par Galea et al (2012 et I’hypothése du ‘Three Hit
Hypothesis’ proposée par Singh & Pujol (2010 dans le processus de lipotoxicité des acides
gras C22:0, C24:0 et C26:0, le stress oxydant généré par ces derniers pourrait conduire a des
carbonylations de protéines de la chaine respiratoire, qui devenant ainsi non fonctionnelles,
s’opposerait au transport d’électrons réduisant ainsi le gradient de protons, le potentiel
transmembranaire mitochondrial et par conséquent la production d’ATP. Il n’est pas a exclure

gue les acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 aient aussi des propriétés décotipjgniest

ainsi a la phosphorylation oxydative.

Le stress oxydant induit par le C22:0 et les AGTLCs (C24:0 et C26:0) pourrait donc
étre un élément majeur de leur lipotoxicité activant la cascade d’événements aboutissant a la

neurodégénrescence.

La chute de potentiel transmembranaire mitochondrial étant un élément déclenchant
incontournable des différents types de mort actuellement répertoriés dont les plus connus sont
I’apotose (mort cellulaire de type I), I’autophagie (mort cellulaire de type II), la nécrose (mort
cellulaire de type lll) et la nécroptoskroemer et al, 2008 ; Kroemeret al, 2009, des
éléments permettant de caractériser la mort cellulaire induite par les acides gras C22:0, C24:0
et C26:0 ont été recherchés. En accord avec les résultats obteahpagt al. (2011)sur
oligodendrocytes murins 158N, aucun indice ne permet de conclure a une mort par apoptose
absence de cellules avec des noyaux condensés et/ou fragmentés révélés par coloration au
Hoechst 33342 et par microscopie électronique a transmissiamnd et al, 1995 et absence
de cellules en Sub-l révélées par cytométric en flux aprés coloration a 1’iodure de
propidium et constituant un indice de fragmentation intetéosomal de I’ADN (Founel et
al., 1995. L’augmentation de perméabilité a I’iodure de propidium, observée dans les cellules
en nécrose primaire et secondaire (nécrose faisant suite a 1’apoptose) et le relargage de LDH
dans le milieu de culture sont plutét considérés comme des indices de nécrose ou de forme

apparentée (nécroptos&remer et al.,2009.
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2. Effets des acides gras C22:0, C24:0 ou C26:0 sur le lysosome et I’activation de la

mort cellulaire

En raison de I’identification par microscopie électronique de vacuoles de structures et
de tailles variables dans les cellules SK-N-BE traitées par C22:0, C24:0 ou C26:0, une
implication des lysosomes a été supposée dans la mort cellulaire compte tenu des résultats
analogues obtenus sur oligodedrocytes murins 1B#Mr(ne et al, 2019. Sur ces cellules,
les vacuoles observées par microscopie €lectronique a transmission sont en effet associées a
une déstabilisation de la membrane lysosomale pouvant favoriser le relargage dans le
cytoplasme d’enzymes protéolytiques entrainant la dépolarisation des mitochondries et
contribuant a la nécros&roemer et al, 200§. Par ailleurs, sachant que les lysosomes
contribuent a la formation des vésicules d’autophagie par fusion avec 1’autophagosome (Choi
Ryter & Levine, 2013)I’implication de 1’autophagie dans la mort cellulaire induite par les
acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 a été abordée en utilisant la protéine LC3Il, résultant de
I’association de la protéine LC3I avec un phosphatidylétahnolamine comme marqueur de
I’autophagie. Les résultats préliminaires obtenus, montrant la présence de LC3II, sont en
faveur d’un processus d’autophagie associée a un processus de nécrose. Il reste a définir si
cette autophagie se met en place pour contribuer a la mort cellulaire ou pour s’y opposer. Tout
comme dans le cas de la mort cellulaire induite par les oxystérols oxydés en C7 sur des
cellules monocytaires U937, il reste a préciser les relations entre autophagie, mort cellulaire et
stress oxydantionier et al, 2003. A I’instar du processus de mort complexe induit par les
oxystérols sur cellules U937 pour lequel le terme ‘oxiapoptophagy’ (OXIdation, APOPTOsis,
and autoPHAGY) a été propodddnier et al, 2003, le terme ‘oxinecrophagy ‘(OXIdation,
NECROsis and autoPHAGY) est suggéré pour la mort cellulaire induite par le C22:0, C24:0
et C26:0.

3. Effets des acides gras C22:0, C24:0 ou C26:0 sur le peroxysome

Le peroxysome, un organite impliqué dans le métabolisme lipiciquessurant I8-
oxydation des AGTLCs, 1’a-oxydation de I’acide phytanique, la synthese du DHA et des
plasmalogenesinsi que la dégradation du peroxyde d’hydrogéne via la catalase. La présence
de NO synthase inductible au niveau du peroxysome contribue aussi a la synthése de NO
(Trompier et al, 2013. De méme, cet organite assure la dégradation de certains eicosanoides

(leucotriénes) Diczfalusy, 1994 qui sont des médiateurs lipidiques importants de
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I’inflammation. Ces médiateurs jouent des réles de chémoattractants lymphociaanes (
200D).

L’accumulation des AGs (C22:0, C24:0 ou C26:0) au niveau des lésions de cerveaux
de malades MA suggeére une éventuelle altération du métabolisme des peroxysomes dans cette
maladie Lizard et al, 2019. Cette perturbation du métabolisme peroxysomal pourrait étre
accentuée par la désorganisation du cytosquelette induite par le traitement avec les AGs,
I’activité peroxysomale dépendant de [’association du peroxysome aux microtubules
(Shrader et al., 2000. Afin d’évaluer le métabolisme du peroxysome en présence de C22:0,
C24:0 et C26:Qune évaluation de 1’expression de certains marqueurs peroxysomaux a été
réalisée . quantification du transporteur ABCD3, constituant majeur de la membrane
peroxysomale de 1I’Acyl-CoA oxydase-1 (ACOX-1), qui catale la premiére étape de la -
oxydation peroxysomale ; de la catalase, principale enzyme de détoxification au niveau du

peroxysome$chrader & Fahimi., 2008.

Le traitement des SK-BE avec les AGs suivi de 1‘observation des cellules
immunomarquées en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre ABCD3 a montré une
ponctuation plus importante dans les cellules traitées. Cette observation a été confirmée par
cytométrie en flux avec laquelle une augmentation significatév€intensité moyenne de
fluorescence (IMF) a été révélée. Les AGs pourraient ainsi favoriser 1’augmentation du
nombre de peroxysomes dans les cellutas.ailleurs, I’'immunomarquage de la catalase et
I’observation par microscopie a fluorescence conventionnelle ou confocale a montré
I’apparition d’amas de peroxysomes a la périphérie des cellules traitées en particulier avec le
C22:0. Par analyse au cytomeétre en flux, une augmentation signifidafitepression de la
catalase a été observée en présence du C22:0 (10, 20 uM) alors que le traitement avec C24:0
et C26:0 induit des 5 pM une diminution significatike I’expression de cette enzyme. En
revanche, aucune modificatiofe 1’expression d’ACOX-1 n’est observée entre cellules
controles et cellules traitées par les ABsns leur ensemble, il semble donc qu’en fonction
du type d’AGs considéré, les effets sur ’expression de marqueurs du peroxysome puissent
varier. Par conséquent) vivo, la prolifération ou non du peroxysome et la modulation de

I’expression de certains de ses marqueurs pourrait dépendre du ratio entre les difféerents AGs.

Par ailleurs, la mesure du taux de C22:0, C24:0 et C26:0 par CPG/SM apres traitement
des SK-NBE avec 10 uM d’AGs montrequ’aprés traitement des cellules avec C22:0, une

accumulation importante du C24:0 et du C26:0 survient. De plus, apres traitement avec le
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C24:0, non seulement le C24:0 s’accumule, mais une augmentation du C26:0 est aussi
révelée. L’accumulation du ces AGs suggeére D’activation d’enzymes impliquées dans
I’¢longation des AGs et notamment de I’enzyme ELOVLI localisée au niveau du réticulum
endoplasmiqueKemp & Wanders, 2010. Le traitement avec le C24:0 induit aussi une
surproduction du C22:0 domtaccumulation peut étre expliquée par le fait qu’un exces de
substrat (C24%) provoque une activation de la B-oxydation peroxysomale et par conséquent

I’accumulation de métabolites intermédiaires de dégradation comme le C22:0.

Le dosage de la quantité de C26:0 dans les SK-N-BE apres traitement au C26:0 (10
HM) met en évidence graccumulation de C26:0, ainsi qu’une augmentation de C24:0. Ceci
peut étre expliqué par le fait qu’un exceés de C26:0 pourrait aussi provoquer une activation de
la B-oxydation peroxysomale et par conséquent I’accumulation de métabolites intermédiaires

de dégradation comme le C24:0.

Les plasmalogénes sont aussi des lipides impliquant le peroxysome. Les deux
premiéres enzymes de leur synthése sont localisées dans le peroxysome, les autres dans le
réticulum endoplasmiqueB(ites et al, 20094. En raison de leur liaison vinyle éther, les
plasmalogeénes assurent différents fonctions au sein de la cellule. Ils contribuent a I’intégrité
de la structure membranaire, ils sont impliqués dans multiples fonctions cellulaires comme la
formation des vésicules et la fusion des membranes et le transport des ions. La présence de la
liaison vinyle éther confere une propriété anti-oxydante importante a ces molécules ce qui

réduit les dommages provoquées par les radicaux libres.

Les plasmalogenes ont été dosés dans les cellules SK-N-BE traitées avec 10 uM
d’AGs. Une diminution des plasmalogénes totaux a été observée en présence de C22:0 et
C26:0 alors qu’une augmentation est remarquée avec le C24:0. Suite au traitement avec le
C22:0 et le C26:0, une diminution des plasmalogen@s6d), C18:0 et C18:1 s’est révélée
significative. En revanche, le C24:0 semble avoir un effet inverse avec une augmentation des
plasmalogenes en particulier les plasmalogénes 16:0/20:4 et 16:0/18:1, 18:1/20:4 et 18:1/18:1
En raison de la multitude de fonctions attribuées a cette classe de molécules, un déficit au
niveau de la concentration intracellulaire des plasmalogeénes est en faveur d’une rupture de
I’équilibre RedOx comme cela a été suggéré dans des peroxysomopathies telles que le
syndrome de Zellweger, la maladie Refsum infantile et la maladie de Niemann-Pick type C, le
syndrome de Down et la MA. Une réduction du plasmalogene éthanolamine a également été

observée dans les cerveaux de patients MA, dans le sérum de sujets souffrants de MA, de
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maladie cardiovasculaire et de cand¢eingberget al, 1995 ;Farooquiet al, 1997; Guan et
al., 1999 ; Hanet al, 2001 Mankidy et al, 201Q. Toutefois,Pettegrewet al (200) n’ont
rapporté aucune différence de plasmalogenes chez les patients MA. Si les plasmalogénes ont
leurs synthéses modulées en fonction du stress oxydant, il est possible que la variabilité puisse
dépendre du statut oxydatif des patients et puisse entrainer des différences d’une étude a
I’autre. Actuellement, la réduction des taux de plasmalogenes est considérée comme une

conséquencée ’atteinte par la MA.

Il a par ailleurs été montré que les plakmpénes affectent directement 1'activité y-
secrétase sans avoir un effet sur le niveau d’expression protéique ou d'ARN des secrétases
(Rothhaar et al, 2012)Ces molécules pourraient ainsi diminu&ctivité y-secrétase dans
les cerveaux de patients MA soulignant lI'impact de plasmalogénes dans cette maladie.
Comme tous les plasmalogénes testés ont montré une diminution de I’activité y-secrétase
indéperamment de I'AG qu’ils portent, cela démontre que 1’effet observé n’est pas fonction

de I’AG mais de la liaison vinyle éther (Rothhaar et al, 2012)

Compte tenu du role joué par le peroxysome dans la synthése du DHA (C22:6 n-3)
dont la derniére étape de synthése s’effectue dans le peroxysome suite a un cycle de
oxydation a partir de son précurseur le C24:6 n-3; une quantification par CPG/SM du DHA et
du C24:6 n-3 a été réalisée dans les cellules SK-N-BE traitées avec les AGs (10 pM). Cela a
montré une diminution significative du taux intracellulaire de DHA, en particulier avec le
C26:0, ce qui reflete la capacité de cet AGTLC a perturbgrobaydation peroxysomale. De
plus, le traitement avec le C26:0 induit une diminution significative de la quantité de C20:5
précurseur aussi du DHA.

Un autre réle important du peroxysome concerne ses fonctions dans le contrble de
I’inflammation non cytokinique. En effet, le peroxysome est impliqué dans le métabolisme
des leucotrienes (LTs),médiateurs lipidiques obtenus aprés oxydation de 1’acide
arachidonique par la 5-lipoxygénase tel que le LTERHIjtschky et al, 199). Il était donc
important de considérer 1’impact des AGs sur la production de LTB4. Le traitement par les
AGs a montré une augmentation significative du taux de LTB-4 dans les cellules traitées avec
le C24:0 et avec le C26:0 (BV). Ceci est en accord avec les études évoquant que le ®ux de
leucotrienes et notamment de LTB4, considéré comme une des substances chimiotactiques les
plus puissantes, augmente dans certaines maladies peroxysomales; en effet, dans ces

maladies génétiques peroxysomales les taux d'’AGTLCs plasmatiques et tissulaires sont
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considérablement élevésMdyatepek et al, 1993; Johanssonet al, 201Q. Une
accumulation des eicosanoides a également été rapportééapatepek & Tiepelmann

dans le cas de dysfonctionnements primaires ou secondaires du peroxysome au niveau
hépatique chez des patients souffrant du syndrome de Zellviéggatepek & Tiepelmann,

1996, ainsi quedans le liquide céphalorachidien de patients atteints d’X-ALD (Mayatepek

& Tiepelmann, 2003.

Dans leur ensemble, les résultats obtenus sur cellules SK-N-BE montrent que les
acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 affecte peroxysome de fagon variable d’un acide gras a
I’autre. Ces effets concernent la biogénése du peroxysome, I’expression de certains de ses
constituants protéiques ainsi que ses fonctilagxydation peroxysomale intervenant dans la
synthése de DHAsynthése de plasmalogénes impliqué dans 1’équilibre RedOx et controle de

I’inflammation non cytokinique via LTB4.

4. Effet des acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 sur la morphologie cellulaire et

I’organisation du cytosquelette

Une estimation de la morphgle et de ’ultrastructure des cellules a été réalisée en
ayant recourt a la microscopie en contraste de phase et a la microscopie électronique a
transmission Sous I’effet du traitement avec les acides gras C22:0, C24:0 et C26:0, une
augmentation dose dépendante du nombre des cellules rondes correspondants a des cellules
mourantes est révélée des 5 uM. La présence de cellules rondes est marquée avec C22:0 (20
KM) concentration a laquelle de nombreuses cellules décollées et formant des amas sont
observéesZarrouk et al, 2013.

Ces modifications de la morphologie cellulaire suggérent une désorganisation du
réseau de filaments protéiques (actine, filaments intermédiaires (neurofilaments) et
microtubules) qui forment le cytosquelette des neurones, déterminent la forme de la cellule et

assurent le mouvement des organites dans le cytoplasme

En effet, ’activit¢ des mitochondries, un organite essentiel impliqué dans la
production de 1’énergie, le métabolisme du glucose et des lipides, I’homéostasie RedOx et le
controle de la mort cellulaire dépend de son interaction avec I’actine et les microtubules. De
plus, il a été rapporté que I’activité peroxysomale dépend de son interaction avec les
microtubules. Puisque des modifications d'actine et de microtubules peuvent survenir dans des

conditions normales ou pathologiques diverses (vieillissement, cancer, maladie
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neurodégénératives) et en raison de la dégénérescence neurofibrillaire associée a la MA
(caractérisées par I’accumulation intracellulaire de protéine tau hyperphosphosphorylée sous

forme de complexe avec les microtubulesjmpact des AGTLC sur 1’organisation du
cytosquelette a été évaluéeprenant en compte 1’organisation des filaments d’actine étudiée

a I’aide de Rhodamine-phalloidine et celle de la tubuline et des neurofilaments abordée par
immunomarquage avec des anticorps spécifigiesine et tubuline (sous unités a et ) ont

aussi été quantifié par western blotting. Pour la tubuline, un développement méthodologique
basé sur ’utilisation de Tubuline Tracker Green a aussi permis de révéler les microtubules et

leurs interactions avec 1’actine.

En présence d’acides gras C22:0, C24:0 etC26:0, d’importantes perturbations du
réseau de filaments d’actine ont été observées dans les cellules traitées aved1l®’ AGS
particulierement avec le C24:0 et le C26:0. Ceci est associé a une augmentation significative
dela quantité d’actine-F avec le C22:0, le C24:0 et le C26:0 (5 et 20)|aMsi qu’avec le
C26:0 (10 pM).En revanche, la quantification de I’expression protéique de Ig-actine par

western blottingi’a montré aucune différence entre contréle et cellules traitées par lss AG

L’observation des cellules SK-N-BE au microscope a fluorescence montre des
perturbations du réseau de microtubules dans les cellules traitées aves bs garticulier a
20 uM. Des perturbations analogues ont été observées pour les neurofilaments dés 5 uM
d’AGs en particulier avec C24:0 et C26:(\ ces concentrations d’AGs, les cellules SK-N-BE
perdent progressivement leur forme fusiforme pour devenir rondes avec des microtubules plus
ou moins absents et ou compactés et un réseau de neurofilaments désorganisé allant de pair
avec uneapacité d’adhésion diminuée. Une diminution de 1’expression de la tubuline a et 3
sous I’effet du traitement avec les AGs a 5 et 10 uM est aussi révélée. Cette diminution est
confirmée par western blotting otne diminution de I’expression de I’a-tubuline est

remarquée pour les cellules traitées avec le C22:0 et le C24:0 (5, 10 uM).

Par ailleurs, la coloration simultanée des filaments d’actine et de tubuline en utilisant
respectivement la rhodamine phalloidine et le Tubulin Tracker Green (un fluorochrome qui
produit une fluorescence verte en présence de tubuline polymérisée) montre un phénomene
FRET dans les cellules traitées par le C24:0 alors que ce phénoméne est absent dans les
cellules contrbles. Les interactions actinkuline sont donc modifiées sous 1’influence
d’AGs.
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Actuellement, plusieurs arguments sont en faveurs d’une désorganisation des protéines
du cytosquelette dans la physiopathologie de la Mi&mide et al, 2000 ; Fulgaet al,
2007). Les molécules qui en sont issues pourraient contribuer au développement de la MA en
amplifiant la déstabilisation du cytosquelette. Des analogues des corps d’Hirano (aggrégats
d’actine résultant d’altération du cytosquelette) ont ainsi été trouvés quand des mutants de la
protéine tau humaine ont ét¢ exprimés dans des drosophiles. D’un point de vue fonctionnel, la
déstabilisation des microtubules pourraient aussi avoir des conséquences importantes sur
I’activité peroxysomale. En effet, les interactions microtubules — peroxysomes semblent
indispensables au maintien d’un métabolisme peroxysomal régulé Tirotenko & Terlecky,
201D. 11 a été suggéré que la perte d’interaction peroxysome-microtubule pourrait conduire
au processus de vieillissement et a la neurodégénérescence en favorisant une hypocatalasémie
(Terlecky et al, 200§. Cette dimmution d’activité catalase conduisant a I’accumulation de

peroxyde d’hydrogéne favoriserait ainsi le stress oxydant.

L’impact des acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 sur le cytosquelette (en favorisant la
désorganisation de [D’actine et de la tubuline) pourrait donc participer a la
neurodégénérescence fibrillaire et s’inscrit dans la physiopathologie de la MA. Par ailleurs, en
raison des interactions microtubules/peroxysomes, il est possible que la désorganisation du
cytosquelette modifie le métabolisme oxydatif peroxysomal et contribue a la rupture de
I’équilibre RedOx en faisant appel a des mécanismes qui restent a préciser. En fonction des
résultats obtenus, il serait intéressant de mieux connaitre ces relations cytosquelette-activité
peroxysomale-stress odgnt qui pourraient conduire a 1’identification de nouvelles cibles

pharmacologiques pour prévenir la tauopathie.

5. Effets des acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 sur le stress oxydant

Les radicaux libres et les espéces réactives de I’oxygéne (ERO) et de 1’azote (ERN)
sont les principaux acteurs du stress oxydant. lls causent des dégats irréversibles a la cellule et
peuvent conduire a sa mort. Ces radicaux peuvent avoir des effets déléteres sur la mémoire et

la plasticité synaptiqueMassaad & Klann, 2010

Chez les patients atteints de MA, une augmentation du stress oxydant ainsi qu’une
diminution des défenses anti-oxydantes totales a été rapportée ; elle est considérés comme
événement déclencheur de la MA. Dans des études antérieures, il a été démontré que
I’accumulation de C26:0 induit une surproduction de radicaux libres dans des cellules gliales

C6 de rat Di Biaseet al, 2009 et dans des fibroblastes humains sauvages ou déficients en

Page 268




Discussion

ABCD1 (Fourcade et al, 2009. Ces données suggerent que les AGTLCs peuvent altérer
I’homéostasie oxydative in vivo etin vitro. Puisque le métabolisme des AGTLCs, ainsi que

les especes réactives de 1’oxygene (ERO) et de 1’azote (ERN) sont 8 méme d’intervenir dans
différentes formes de neurodégénérescences, les eftetsxyplants des acides gras C22:0,
C24:0 et C26:0 ont aussi été étudiés sur les cellules neuronales SK-CbBe une
perturbation du statut RedOx ne peut pas étre exclue méme avec les faibles concentrations
d’AGs, la capacité du C22:0, du C24:0 et du C26:0 & déclencher un stress oxydatif a été
évaluée a 10 et 20 uM en prenant en compte les parameétres supradtetion d’ERO et

ERN, défenses antioxydantes (taux de glutathion réduit (GSH), activités catalase et SOD),
peroxydation lipidique (4-HNE résuttt de I’oxydation des acides gras, 7-hydroxycholestérol
résulatnt de I’auto-oxydation du cholestérol).

La quantité intracellulaire d’ERO produites au cours du traitement des SK-N-BE par
les AGs a été déterminée par coloration aDEFDA ; cette derniére est augmentée en
présence d’AGs a 10 et 20 uM. A ces concentrations une surproduction d’O,” intracellulaire
(majeure) et mitochondriale (mineure) a été révélée dans les cellules. En revanche, la mesure
dela production du monoxyde d’azote (NO) dans les cellules SK-N-BE en utilisantDAF-
FM diacétate, montre de faibles variations de sa production quelles que soient les
concentrationsl’ AGs. Seul le traitement avec le C22:0 (20 pReytsrévélée significatif. De
plus, le dosage du K, révele de l|égéres augmentations avec le C22:0 et le C26:0 a
I’exception du C26:0 & 10uM ou I’augmentation s’est révélée significative. En revanche, le
C24:0 induit une surproduction de®} a partir de 5 uM.

Puisque le stress oxydant résulte d’un déséquilibre de la balance pro-oxydant/anti-
oxydant, nous avons procédé a une évaluation du systeme anti-oxydant suite au traitement des
cellules SK-N-BE avec les AGs. La surproduction des ERO et des ERN révélée apres
traitement aux AGs est associée a une diminution des défenses anti-oxydantes intracellulaires
et en particulier du GSH’antioxydant intracellulaire majoritaiygoulignant 1’activité pro-
oxydante potentielle des acides gras C22:0, C24:0 et C26:0. Ceci est en accord avec des
études antérieures, réalisées sur des oligodendrocytes murins 158N et des fibroblastes
humains de sujets saios atteints de I’X-ALD en présence de C26:Bdurcadeet al, 2008.

En effet, I’application de 100 uM du C26:0 sur des fibroblastes Humains a montré une

surproduction des ERO associée a une réduction du taux de GSH.
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Le niveau de GSH a été mesuré utilidamhonochlorobimane, qui se lie aux groupes
thiol par une réaction enzymatique catalysée par la glutathion-S-transférasmirigion du
niveau de GSH suite au traitement aux AGs pourrait donc étre due a la diminution de I'activité
de la glutathion-Sransférase. Ce niveau réduit de GSH témoignant de 1’installation d’un
stress oxydatif pourrait subséquemment induire 1’activation d’enzymes anti-oxydantes comme
la catalase. L’activité de cette enzyme a été dosée dans les cellules traitées par les AGs
utilisées a 5, 10 et 20 uM. Une légere augmentation de son activité a été obserdée avec
C22:0 (10 uM) et le C24:0 (20 uM).

L’augmentation de I’activité catalase est concomitante a la surproduction du HO,
ce qui peut étre a I'origine de 1’oxydation des composants cellulaires majeurs comme les
lipides, les protéines et I'ADN causant leurs inactivations et leurs dégradations ultérieures. De
ce fait, il était aussi important de préciser I&ste de 1’oxydation en termes de peroxydation
lipidique par I’intermédiaire du dosage du 4-HNE, aldéhyde issu déokydation des acides
gras et d’oxystérols oxydés en C7 (7-hydroxycholestérol), provenant de I’oxydation du

cholestérol.

L’analyse des cellules traitées par le C22:0 et le C24:0 montre de légeres
augmentations de la production du 4-HNE. Une accumulation intracellulaire plus importante
de cet aldéhyde est observée en présence du C26:0 a 5, 10 et 20 uM. Ces résultats indiquent
une peroxydation lipidique des acides gras avec le C26:0. Le 4-HNE a déja été iderttifié che
des patients atteints des maladies neurodégénératives. En effet, il a été détecté dans le cervea
de patients atteints de MA ainsi que dans le sérum ou une augmentation de plus de 90% a été
révélée en comparaison aux sujets contr@esédoet al, 2009.

L’attaque radicalaire du cholestérol méne a l'accumulation intracellulaire d’oxystérols
et en particulier de 7R3-hydroxycholesterol et le 7-cétocholestérol produits par auto-oxydation
du cholestérol sur le carbone C7. Les concentrations de ces oxystérols augmentent
significativement suite au traitement par les AGs (10 uM). De plus, le calcul du rapport entre
le taux des dérivees oxydés du cholestérol en C7 dans les cellules traitées et le taux du
cholestérol dans ces cellules révele une augmentation significative de ce rapport témoignant
d’un processus de peroxydation lipidique important. Comme les 7-hydroxycholestérols totaux
ont une large gamme d'activités biologiques et sont des inducteurs puissants de la mort
cellulaire ¥ejux et al, 2009, ils pourraient contribuer au processus mort déclenché par les
AGs.
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Ainsi, la présence de 4-HNE et des 7-hydroxycholestérols totaux dans les cellules
traitées avec les AGs constituent un lien important entre le stress oxydatif et l'induction de

mort cellulaire.

Bien que l’origine du stress oxydant activé par les AGs ne soit pas connue, par
analogie avec les résultats obtenus sur cellules de malades X-ALD, des mécanismes
analogues sont probabledl a été rapporté que 1’accumulation des AGs dans les
lymphoblastes de patients XED induit ’augmentation de la sous-unité catalytique de
I’enzyme NADPH oxydase gp91PHOX (Schlegelet al, 1993. Tout comme dans les
lymphoblastes, la forte surproductidiERO observée en présence des AGs pourrait résulter
de I’activation de cette enzyme qui pourrait ainsi contribuer au déclenchement de la mort

cellulaire Laakko et al, 2003.

Il a été postulé que le stress oxydatif généré dans la mitochondrie peut réduire les
activités des protéines mitochondriales suite aux modifications oxydatives que peuvent subir
ces moléculesNulton-Perssonet al, 2001 ; Bulteauet al, 2003 ; Starkovet al, 2004;

Tretter et al, 2005. Le stress oxydatif peut aussi provoquer des mutations au niveau de
I’ADNm, qui s’avére plus sensible aux ERO que I’ADN nucléaire. Selon Galino et al (2011)

I’excés du C26:0 dans les cellules de la moelle épiniére des souris Abcdl-/- et dans les
fibroblastes de patients X-ALD, pourrait induire une surproduction des ERO qui pourrait
aboutir a des dégats oxydatifs affectant les enzymes clefs de la glycolyse et du cycle de Krebs.
Ces dégats oxydatifs provoquent une réduction des activités enzymatiques aboutissant a une
réduction du niveau de NADH, le substrat du complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale, une diminution du pouvoir réducteur de la cellule (augmentation du rapport
NAD™* /NADH) (Ying, 2008, ce qui pourrait contribuer & une diminution de la production
d'ATP (Ferrer, 2009; Gibsonet al, 2010) En conséquence, le taux réduit d’ATP dans les
neurones diminue leur capacité a accomplir leurs activités physiologiques comme la
transmission synaptique et le transport axonal, ce qui pourrait mener a une dégénerescence
des terminaisons nerveuses ou a un dysfonctionnement neuronal progressif comme dans la

majorité des maladies neurodégénératives.

L’effet délétere du stress oxydant sur les neurones est conforté par plusieurs
arguments. Au niveau membranaire les protéines et les lipides peuvent étre modifiées par les
produits de la peroxydation lipidique et activer différents voies métabolismes contribuant a la

mort cellulaire Awasthi et al, 2003. Par ailleurs, la surproduction des ERO étant
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concomitante avec la chute d&¥m, celle-ci pourrait contribuer a des altérations
mitochondriales aboutissant a la mort cellulaire. De plus, la surproduction d’ERO et leur

capacité de réaction avec les macromolécules pourrait induire diverses modifications du
cytosquelette puisque les ERO pourraient réagir sur les composantes du cytosquelette en les
modifiant par carbonylation ou via différentes voies métaboligues (et al, 2001 ; Zahm

et al, 2003).

Ces résultats obtenus sur cellules SKBBlsont en faveur d’un fort potentiel pro-
oxydant des AGs C22:0, C24:0 et C26:0 & méme de conduire a des modifications cellulaires

majeures pouvant favoriser la MA (neurodégénrescence fibrillaire, mort neuronale).

Identifier des cibles thérapeutiques liées a la surproduction d’ERO et des molécules
capables de les inhiber pourraient donc avoir un intérét pharmacologique important pour

I’ensemble des maladies neurodégénératives associées a une augmentation d’AGs C22:0,

C24:0 ou C26:0.

6. Effet des acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 sur I’inflammation

De nombreuses études ont montré que des processus de neuroinflammation
contribuent a la pathogénie de la M&uenca-Lopezet al, 2010; Daniela & Norbert,
2010; Gorelick, 2010; Medeiroset al, 2010; Wyss-Coray, 2006; Zotovat al, 201Q. De
plus, une inflammation chronique a été observée dans les cerveaux des patients atteints de
MA : accumulation de cellules microgliales autour des plagues séniles et niveaux élevés de
cytokines, de chémokines, de protéases et d’ERO autours de ces derni¢res (Daniela &

Norbert, 2010; Giunta et al., 2008)

L’évaluation de I’incidence du traitement aux AGs sur la production de cytokines
(IL6, IL8, IL1B, IL10, TNF-u et IL12p70), de LTB-4 et de 15-(S)-HETE par les cellules SK-
N-BE, traitées les AGs (C22:0, C24:0 et C261Q) montré aucune modification du taux de
sécrétion de cytokines. En revanche, le dosage du LTB4, un des facteurs chimiotactique et
inflammatoire endogenes les plus puissants, a montré une production augmentée avec le
C24:0 et le C26:0 (5 uM). Dans les mémes conditions, le taux du 15(S)-HETE augmente.
Ceci pourrait étre le résultat d’une augmentation de 1’expression et de Dactivité des
lipooxygénases, enzymes responsables de la production de ces molécules, comme cela a été
décrit parPratico et al (2009. En effet, le 12-HETE et le 15-HETE sont les principaux

produits de I’oxydation des acides gras polyinsaturés et en particulier I’acide arachidonique
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par la 12/15 LOX dans le systeme nerveux cendahjyamaet al, 1992 ; Watanabeet al.,

1993. Cette enzyme qui est I’isoforme de la lipooxygénase est la plus abondante dans le

systeme nerveux central. Elle a été décrite principalement dans les neurones et dans quelques
cellules gliales dans I’ensemble du cerveau et dans 1I’hippocampe. De plus, il a été démontré

gue dans les régions frontales et temporales affectées des cerveaux de patients MA, la quantité
de 12/15-LOX était plus haute comparativement aux contr@estico et al, 2004. A

I’origine, il été suggéré que les ISHETE et la 12HETE jouent le role de seconds messagers

dans la transmission synaptique et donc sont impliqués dans les processus d'apprentissage et
de mémoire Riomelli et al, 1987%. Cependant, d’autres études ont suggéré que les LOX
pourraient aussi jouer un r6le dans la neurodégénérescence par leur puissant pouvoir pro-
oxydant Pratico et al, 2004) 11 n’est pas non plus a exclure que 1’accumulation de LTB4

pourrait aussi résulter de dysfonctions du peroxysome dont le role est aussi de dégrader les

leucotrienes et les prostaglandinégéafiders & Waterham., 2008.

La capacité des AGs (C22:0, C24:0 et C26:0) a stimuler la production de LTB4 a déja
été rapportée sur différents modéles cellulairewitro et sur des modeles animaux. La
stimulation de I’inflammation non cytokinique semble donc étre une composante importante

de la lipotoxicité de ces molécules.

Le ciblage des voies métaboliqgues conduisant a la surproduction de LTB4 pourrait
donc aussi conduire a I’identification de nouvelles cibles thérapeutiques et au développement

de nouveaux traitements dans le cadre de MA associée a des augmentations d’AGs (22:0,

C24:0 et C26:0).

7. Evaluation des effets du DHA sur la lipotoxicité induite par les acides gras C22:0,
C24:0 et C26:0

Puisque un déficit en AGPI et en particulier en DHA est impliqué dans différents
troublesneurologiques, dont la MA, et en se basant sur 1’effet neuroprotecteur de cet AG et de
ses deérivées, il éita intéressant d’évaluer la capacit¢ du DHA a atténuer les
dysfonctionnements cellulaires induits par les AGs (C22:0, C24:0 et C26:0). Pour cela, les
cellules SK-N-BE ont été traitées simultanément avec les AGs et le DHA utilisé a des
concentrations allant de 10 a 150 uM pour tenter de corriger les effets cytotoxiques induits

par les AGs,

Page 273




Discussion

Nos résultats montrent que le DHA peut atténuer les dysfonctionnements
mitochondriaux et/ou la croissance cellulaire. En revanche, ses effets sur la surproduction
d’ERO st moins prononcés et variables d’un AG a P’autre. Il apparait par ailleurs que le
DHA des 100 pM peut stimuler la surproduction des ERO, quand il est utilisé seul, ou
I’amplifier en présence de C22:0, C24:0 et C26:0. A forte concentration, le DHA pourrait
aussi avoir des effets secondaires. Ceci incite a une utilisation éclairée de ce composée pour

éviter de provoquer de dégats neurologiques supplémentaires.

Ces résultats suggérent que 1”'efficacité thérapeutique du DHA pourrait ainsi fortement
dépendre de sa posologie et des conditions de traitehiefftt dual du DHA (bénéfique ou
délétére en fonction des concentrations utilisées), révélé dans la présente étude, pourrai
expliquer, au moins en partie, les différences trouvées avec cet acide gras d'uneniquee cli
a un autre Cederholm et al, 2010Q. Une meilleure connaissance des effets secondaires
associés a I’utilisation du DHA, de ses activités biologiqgues et pharmacologiques

contribuerait probablement a améliorer son efficacité.

Comme il a été montré que le DHA peut neutraliser plusieurs effets du pegtides
(Veszelkaet al, 2013 et empéchet’hyperphosphorylation de la protéine tava( et al.,
2009 son efficacité biologique n’est pas remise en doute. Des données supplémentaires sont
cependant nécessaires pour déterminer son activité contre les effets délétéres des AGs (C22:0,
C24:0 et C26:0).

Il a été démontré que les AGTLCs peuvent subir wraxydation dont les enzymes
clefs sont CYP4F2 et CYP4F3B. Cette voie fournirait une alternative de dégradation des
AGTLCs.

8. Incidence des acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 sur I’amyloidogenése et la

tauopathie

Dans la physiopathologie de la MA, étaphok 1I’importante implication des plaques
séniles et de la dégénérescence neurofibrillaire résultant respectivement de dépbts extra-
cellulaires d’AB et d’un enchevétrement intra-cellulaire de fibrilles et de protéine tau
hyperphosphorylée, il s’est avérée important d’évaluer la capacité des AGs (C22:0, C24:0 et
C26:0) a induire des marqueurs de la NPBur cela, des dosages de I’AB142€t de la protéines
tau totale et phosphorylée ont été réalisés sur cellules SK-N-BE traitées par les AGS.(10 p

Une augmentation du taux de la protéine tau phosphorylée a été observée avec le C24:0 et le
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C26:0 (10 pM). Une augmentation du taud’Afis> a également été révélée. Cette
augmentation est significative avec le C24:0 (10 puM). En revanche, la quantification par RT-
gPCRde I’expression de certains genes impliqués dans la deielivage de I’APP et de la
synthése de ’AB (APP, a-secrétase ep-secrétasg n’a pas montré de variation significatives
suggérant que les AGs agiraient en modifiant I’expression protéique ou 1’activité des enzymes

impliquées dans la synthése d’AB et mais non sur leur expression génique.

En fonction des résultats obtenus, il existe donc des relations entre lipotoxicité induite
par les AGs (C22:0, C24:0 et C26:0) et amyloidogenese.

9. Evaluation de I’implication d’Ap1-40 dans I’accumulation de C22:0, C24:0 et
C26:0

Il a été suggéré que la toxicité dap serait liée a une stimulation de la peroxydation
lipidique des membranes cellulaires synaptiques, a une atteinte radicalaire des protéines, de
I’ADN nucléaire ou de I’ADN mitochondrial, a une stimulation de la production de radicaux
libres dans les cellules microgliales, mais aussi a une atteinte de type pro-inflamnestoire d
cellules endothéliales vasculaires. Par ailleurs, des effetsAfle sir ’altération de la
glycolyse neuronale et les troubles du cytosquelette ont également étéGratghran et
al., 2000; Stephanet al, 2001; Casleyetal., 2002; Crouchet al,, 2009

Dans cette étude, une évaluation de la toxidite 140 oligomérisé a été réalisé sur
les cellules SK-NBE. L’influence de ce peptide a été précisée sur la prolifération cellulairg
sur le métabolisme mitochondrial ainsi que sur I’accumulation intracellulaire d’AGTLCs et de

dérivés oxydés du cholestérol.

L’AB 1400ligomeérisé utilisé sur les cellules SKBE s’est montré toxique. En effet, le
dosage de ’activité LDH dans le milieu de culture a montré une augmentation de I’activité de
cette enzyme dont la libération dans le milieu de culture est un signe de mort celllaire d
type nécrotique. De plus, 1’évaluation de [D’activit¢ de la succinate déshydrogénase
mitochondriale a révélé une diminution de cette activité suggérampgiy agirait en
perturbant le métabolisme mitochondrial. L’impact mitochondrial d’AB140€st conforté par le

dosage d’ATP qui augmente d’ABi40a 10 pM.

Par ailleurs, I’évaluation de 1I’impact d’ AB1-40Sur le métabolisme lipidique réalisée par
mesure déa concentration intracellulaire des AGTLCs (C24:0, C26:0), de ’AA (C20:4), du

DHA (C22:6 n-3) et de son précurseur (C24:6 n-3) révele une augmentation de la quantité des
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AGTLCs dans les cellules traittes avec 10 RAPi140. Cette augmentation n’est
significative que pour le C20:4, le C22:0 et le C22:6.

Ces résultats soulignent ‘giB1-40 pourrait perturber le métabolisme des AGs dont le
métabolisme est associé a ’activité peroxysomale, peut-étre en altérant I@-oxydation des

AGTLCs selon des mécanismes qui restent a preciser.

Récemment, une relation entre prolifération des peroxysomes et réduction de la
toxicité du peptide amyloide a été décrite pagstrosa et al. (2013 suggérant que les
proliférateurs de peroxysomagiraient en augmentant la clearance de I’AB du cerveau. De
plus, une atténuation de la toxicité du peptide amyloide été montrée dans les neurones de

I’hippocampe en culture par un mécanisme dépendant de PRAR

Par ailleurs, le traitement des cellules SK-N-BE avfcsdgénere un stress oxydant
comme le prouve la surproduction des dérivées oxydés du cholestérol en C7 et I’augmentation
du rapport entre le taux de ces oxystérols et le taux du cholestérol dans les cellules contrbles

et traitées.

L’ABi.40 est donc capable de provoquer une mort cellulaire en perturbant le
métabolisme peroxysomal et en induisant une accumulation d’AGTLCs. Ces derniers, ainsi
que les oxystérols générés, pourraient étre a I’origine d’une altération du fonctionnement des
mitochoniries, d’une désorganisation du cytosquelette et d’une induction du stress oxydant

conduisant a la mort cellulaire.

En fonction des résultats obtenus, il existe donc des relations entre toxicité induite par
APi1-g0et accumulation d’AGs (C22:0, C24:0 et C26:0).

10. Hypothése intégrant D’effet des Acides gras sur D’amyloidogenése et de
I’amyloidogenése sur le métabolisme des Acides gras

Dans leur ensemble, les résultats obtepesnettent d’¢laborer une hypothése
intégrant les effets des AGs sur I’amyloidogénése et de I’amyloidogénése sur le métabolisme

des AGs. Cette hypothése est résumée dans la Figure 87 suivante.
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Accumulation des AGTLCs (C24:0; C26:0)
Dinunution des plasmalogénes
Dinuinution du DHA

Xantline oxydase ¢
NADPH oxydase

Altération de I’équilibre RedOX :
Swrproduction d'ERO |
Diminution des svstéemes de deéfense antioxvdant
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( 4-HNE ; 7-hvdroxvcholesterols, ... )

’ ~

Désorganisation du cytosquelette Altérations mitochondriales (pouvant
(tubuline, actine, microfilaments) favoriser I’accumulation de C22:0)
et lysosomales
‘ » Chute du A
®Modification de | ‘expression des complexes
Perturbation de I'interaction » - »Por d’e la .c]mz'ne res{v z‘r.aro ;r're iy
organites- cytosquelette ertur bation de la production d ATP
BPerte d'intégrité de la membrane Ivsosomale
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(diminution f3- et ®- oxydation)
* Altérations réticulum endoplasmique
(Augmentation possible de I’activite ELOV-1)

Mort cellulairé
Non apoptotique
Autophagie?

Figure 87: Effets des AGs sur D’amyloidogenése et de I’amyloidogenése sur le
métabolisme des AGsL’étude clinique a réveélé des augmentatidt&GTLCs (C24:0;
C26:0) au niveau plasmatique et de leur précurseur G2aRi0qu’une diminution du DHA et
des plasmalogénes. Cela a conduit a caractériser I’incidence de ces AGs sur des cellules

neuronales humaines SK-N-BE en prenant en compte des parametres associés a la
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neurodégénéréscence dans la MA. Les AGs (C22:0, C24:0 et C26:0) induisent une rupture de
I’équilibre RedOx associée a une surproduction d’ERO (pouvant résulter d’une augmentation

d’activité xanthine oxydase et/ou NADPHoxydase) et a une diminution des systemes de
défenses antioxydants. Le stress oxydatif induirait des dommages au niveau des constituants
cellulaires: peroxydation des lipides; carbonylation des protéines telles que celles
contribuant a la formation du cytosquelette ce qui pourrait engendrer la désorganisation de ce
dernier conduisant a des perturbations des interactions organites (peroxysomes,
mitochondries)-cytosquelette. Comme le bon fonctionnement de ces organites dépend de leur
interaction et de leur mobilité au niveau du cytosquelette, une altération de 1’intégrité de ce

réseau, induirait des dysfonctionnements pouvant conduire a la mort neuronale. Au niveau
mitochondrial; la chute de Apm pourrait favoriser une accumulation d’électrons contribuant

a la formation d’anions superoxydes conduisant a la production d’autres ERO. Ceux-Ci
pourraient induire I’oxydation de protéines mitochondriales dont celles de la chaine
respiratoire ce qui perturberait la production d’ATP. Ce dysfonctionnement mitochondrial

pourrait aussi conduire a 1’accumulation du C22:0 car ce dernier, contrairement au C24:0 et

C26:0 (dégradés uniquement Baoxydation peroxysomale) est essentiellement métabolisé
par B-oxydation mitochondrialeChronologiquementjn vivo, la diminution de D’activité
peroxysomale observée avec 1’age, pourrait donc mener a une accumulation initiale de C24:0

et C26:0 favorisant secondairement une accumulation de C22:0. Dans les mécanismes
conduisant a I’accumulation de C24:0 et de C26:0, 1l faut aussi tenir compte d’augmentation

possible d’activit¢ ELOV-L1 mais aussi d’une déficience du catabolisme des acides gras

C24:0 et C26:0 par o-oxydation via I’enzyme peroxysomale CYP4F2. Les
dysfonctionnements mitochondriaux, peroxysomaux et lysosomaux (initiés et/ou amplifiés par
le stress oxydatif) contribueraient alors a la désorganisation du cytosquelette qui s’inscrit dans

la neurodégénéréscence4 fibrillaire, caractéristique de lalMAtress oxydatif (en agissant

sur I’activité d’enzymes impliquées dans le clivage de I’APP telle que la B sécrétase) pourrait

par ailleurs contribuer a stimuler la production d’amyloides AB1-42, fortement agrégeants,
constituant essentiel des dépbts amyloides et des plagues séniles observées au niveau des
lésions cérébrales de MA. Par ailleurs, il n’est pas a exclure que’APi42 puisse aussi
influencer 1’accumulation des AGs (C22:0, C24:0 et C26:0).

Sur la base des résultats obtenus, le stress oxydatif serait donc un élément important
permettant de relier les activités biologiques des AGs (C22:0, C24:.0 et C26:0) et

I’amyloidogenése (et vice versa). L’identification de molécules (synthétiques ou naturelles)
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traversant la barriére hémato méningée et capables de s’opposer a cet effet pourrait donc avoir
un réel intérét thérapeutigue dans la MA pour laquelle mticitement efficace n’existe

actuellement.

Il Validation d’un modele Alzheimer de souris transgénique APP PS1 AE9 pour I’étude

du métabolisme des lipides en relation avec le métabolisme peroxysomal

Plusieurs étudesn vitro et cliniques ent en faveur d’une intervention de
dysfonctions du peroxysomes dans la MAzérd et al, 201). Les études cliniques les plus
anciennes faisaient références a des modifications de plasmalogénes et de DHA dont la
synthese implique en partie le peroxysoM&afders & Waterham., 2006). L’étude réalisée
sur cerveau humains de sujets atteints de MA au stade V et VI de la classification de Braak
(Kou et al, 2011 montrant une accumulation d’acides gras C22:0 et d’AGTLCs (C24:0 et
C26:0), dont le catabolisme est asstwét ou en partie par une f-oxydation peroxysomale, a
conduit a un regain d’intérét pour préciser I’implication du peroxysome dans la
neurodégénérescence associée a la MA. Plusieurs modeles murins font aussi référence a une
intervention probable du peroxysome dans le développement de [&ivn( et al.,2009,

Farnelli et al, 2013. Par ailleurs, I’inhibition pharmacologique de I’activité peroxysomale

chez le rat favorise I’amyloidogenése et la tauopathie (Shi et al, 2013. Toutefois, malgre
I’intérét de ces modeles animaux, aucune information n’est disponible sur leurs profils
lipidiques. Malgré I’intérét porté a 1’é¢tude du lipidome dans de nombreuses pathologies et

malgré une composante vasculaire dans certaines formes de MA, aucune étude lipidomique
complete n’a été entreprise a ce jour sur des modeles animaux alors que de plus en plus
d’arguments sont en faveurs de dysrégulations du métabolisme lipidique dans plusieurs

formes de neurodégénérescences.

Pour tenter de palier cette lacune, nous avons entrepris de mieux caractériser une
lignée de souris transgénique (APP PS1 AE9) développant des signes marqués de la MA par
différentes méthodes : immunohistochimie sur coupes de cerveaux inclus en paraffine, profil

d’acides gras par GC/MS sur extraits lipidiques de cerveaux totaux.

Les plagues amyloides ont été révélées par coloration a la Thiflavine T et au Rouge
Congo ainsi qu’a I’aide d’anticorps anti-Af. La dégénérescence neurofibrillaire a été révélée a
I’aide d’un anticorps anti-tau phosphorylé. Les sas APP PS1 AE9 utilisées (souris femelles

agées de 12 mois) présentent des dépodts amyloides nombreux et de nombreux
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enchevétrements neurofibrillaires validant le développement de la MA. Aucun signe

histologique de MA n’est révélé chez les souris sauvages du méme age.

Sur les souris transgéniques et sauvages des marqueurs du peroxysomes ont été
recherchés par immunohistochimie afin d’établir une cartographie de 1’expression des
peroxysomes au niveau du cerveau. En accord avec des résultats obtenus par hyibridation
situ (Trompier et al, 2013, des peroxysomes en quantité abondantes ont été identifiés au
niveau de I’hippocampe et du cervelet (couche granuleuse) de ces souris. Au niveau du
cervelet, les cellules de Purkinje sont toujours fortement colorées par les anticorps dirigés
contre des constituants peroxysomaux (ABCD1, ABCD2, ABCD3, ACOXI, catalase). Il n’a

pas été noté de différence visuelles notables entre souris Alzheimer et souris sauvages.

Les modifications mitochondriales abordées via un anticorps dirigé contre le
cytochrome c ont fourni de bons immunomarquages sans révéler de différences d’un type de

souris a 1’autre.

Par ailleurs, des constituants du cytosquelette (microtubules, actine, neurofilaments)
ont été utilisés pour aborder la nedégénérescence fibrillaire. L’utilisation de coupes
sagittales, bien adaptée a la révélation de dépots amyloides et de peroxysomes, s’est montrée
d’un intérét limité pour aborder la neurodégénérescence fibrillaire via I’utilisation d’anticorps
dirigés cottre les constituants du cytosquelette en raison de 1’orientation concentrique des

neurones. Avec ces anticorps, des coupes frontales seraient plus appropriées.

De facon inattendue, des coupes déparaffinées ont pu étre colorées a I’aide de
fluorochromes dirigés contre des lipides neutres et polaires. Hors, dans les conditions
expérimentales utilisées, le déparaffinage conduit a une élimination des lipides. Si des lipides
sont détectés de facon préférentielle sur cerveaux de souris transgéniques, cela suggére des
liaisons covalentes lipides-protéines qui pourraient étre des bases de Schiff résultant de la
réaction de produits de dégradation des lipides (aldéhydes) avec des fonctions amines des

protéines.

L’analyse par CPG/SM bien que réalisée uniquement sur un cerveau de souris
transgénigue versus un cerveau de souris sauvage ne permet pas de conclure de maniere
franche sur des dysfonctions de métabolisme peroxysomal chez les souris transgéniques
méme si des différences notables dans les profils d’acides gras sont observés. Il est donc

nécessaire d’envisager des analyses complémentaires sur un nombre d’échantillons plus
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important et d’utiliser d’autres modéles de souris transgéniques développant a la fois une
amyloidogenese et une Tauopathie puisque le modele utilisé dans cette étude combine la
mutation suédoise de I’APP humaine et la mutation AE9 (délétion au niveau de I’exon 9) de la
PS1. La combinaison de ces deux mutations accéleére I’apparition des dépdts amyloides mais

n'est pas particulierement appropmp@ur 1’évaluation de la tauopathie.

La caractérisation de ce modele de souris transgéniques a plusieurs :intéréts
meilleures connaissances de 1’implication des lipides dans la physiopathologie de la MA,
identification de voies métaboliques pouvant servir de cible thérapeutiques, utilisation du
modele animale pour le développement de nouveaux traitements de la MA ciblant le

métabolisme des lipides.

[Il Etude clinique

Avec le vieillissement de la population mondiale, les démences et les syndromes
apparentés sont devenus des problemes prioritaires de santé publique. En Tunisie, la
proportion des personnes agées de plus de 60 ans est passée de 4,1% en 1956 a 9,3% en 2004
et sera de 13% en 2019. Ceci s’accompagne en conséquence d’une progression de la
prévalence des démences. Cette prévalence était de 3,7% efHa{loth et al ., 2008. En
raison du coft élevé de ces maladies en termes de structures d’accueil, d’accompagnement et
de soins, il est important de mieux en connaitre la physiopathologie non seulement dans un
but curatif mais aussi préventif. Si certains facteurs de risque génétiques sont avéreés, tels que
le polymorphisme de I’APOE (Ertekin-Taner, 2007), I’incidence des habitudes de vie

(nutrition, alcoolisme, tabagisme, stress) sont a considérer.

Paur mieux connaitre les facteurs associés aux démences (MA, démences vasculaires,
autres démences), une étude a donc été entreprise sur des malades tunisiens recrutés au
service de neurologie de Mme le Prof Mahbouba FRIH de I’hopital Fatouma Bourguiba

(Monastir) de janvier a juillet 2011.

Cette étude a été réalisée sur des plasmas et des érythrocytes. Elle a inclus plusieurs

parameétres conventionnels (bilan lipidique, rénale, hépatique, glycémie).

Les objectifs de cette étude réalisée chez des déments (MA, démences vasculaires,
autres démences) versus sujets non déments appartenant & la méme tranche d’age ont

consisté
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I a deéfinir le profil en acides gras au niveau plasmatique et érythrocytaire,

ii. a caractériser le stress le stress oxydant au niveau plasmatique et
érythrocytaire,

iii. a quantifiercertains marqueurs majeurs de I’inflammation (Cytokines pro-
inflammatoires : 1L13, TNF-o; protéine C réactive (CRP)) au niveau

plasmatique.

Les parametres conventionnels relatifs a cette étude ont permis de bien caractériser la

population de malades étudiés.

v' Age et habitudes de vie (consommation d’alcool, tabagisme) de la

population de malades déments étudiés

Dans le cadre de 1’étude réalisée, I’dge moyen de nos patients était de 71 ans avec un
début des symptémes entre 65 et 74 ans (42,2 % des patients). Pour les patients atteints par la
MA, la maladie débute majoritairement dans la tranche d’dge comprise entre 65 et 74 ans. Ces
résultats sont comparables a ceux rapportés en Tunisi€hgaur et al. (2006).L’étude
coopérative Européenrte Lobo et al (2000)a montréque la tranche d’age la plus touchée
par les démences est située entre 75 et 7Pansilleurs, 1’age moyen de la population dans
I’étude PAQUID était de 82,3 ans. Ces résultats pourraient s’expliquer par 1’espérance de vie
qui est plus courte en Tunisie (74,3 ans en 2008 selon I’Institut National de Statistiques). Par
ailleurs, dans notre population, une légere prédominance masculine est constatée ceci n’est
pas concordant avec les données de la littérature. En effet, une fréquence plus importante de la
démence est décrite chez les femmes dans diverseamBtgs. L’étude PAQUID a conclu
que ceci n’est observé qu’apres 80 ans. Le risque relatif de développer une MA pour une

femme é été estimé a 0,82 a 75 ans et a 1,71 a 85 ans par rapport a un homme de méme age.

En Tunisie, les études descriptives réalisées ont signalé une différence de la
prévalence selon le sexe, 4,6% chez les femmes contre 2,8% chez les hommes. Ceci a été

expliqué par les différences hormonales et de longévité entre les deux sexes.

La majorité de nos patients étaient illettrés avec une prédominance féminine dans ce
groupe. Les sujets ayant un faible niveau d’éducation avaient de moins bons résultats aux tests
neuropsychologiques\ I’inverse, les patients a plus haut niveau d’éducation présentent un
risque moindre de démence ou un début plus tardif des troubles. Acquérir un haut niveau

d’éducation pourrait différer la dégradation des capacités intellectuelles en constituant des
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possibilités de compensation lors du développement des symptdomes habituels de la maladie
(Letenneur et al, 2000) Certes, différents facteurs liées au mode de vie apparaissent comme
un facteur protecteur visads de la survenue d’une démence. En effet, I’intensité des activités

intellectuelles au cours de la vie sont réduites chez les sujets atteints par une MA.

Parmi les facteurs de risque, les habitudes de vies (consommation d’alcool, tabagisme)

sont aussi a prendre en compte.

L’alcoolisme était constaté chez 14,11% des patients déments. Selon 1’é¢tude PAQUID,
une consommation modérée de vin (2 a 4 verres par jour) serait un facteur protecteur de la

démence.

Dans notre étude, 65,63% des patients étaient tabagiques. Le tabac, a été reconnu
comme étant un facteur de protection dans quelques éBidesrat et al, 200]). En effet
Mousavi et al (2008)ont montré une réduction significative de la concentration du peptide
APB1-42 dans le cerveau des patients fumeurs atteints de la MA par rapport aux non-fumeurs.
La nicotine purrait réduire le taux du B-amyloide et augmenter la production de 1’APP
soluble secrétée qui protége le neurone contre le stress oxydatif. Bien que certaines études de
cas aient défendu l'idée que le tabac pouvait étre protecteur, des études prospectives ont
montré que la consommation de tabac peut augmenter le risque de développer une MA
(Zamani & allen., 2001, Tyaset al, 2003, Duron & Hanon., 2008

v' Antécédents familiaux de la population de malades déments étudiés

Le tiers de nos patients avaient des antécédents familiaux de démence avec une
dominance chez les groupes ayant une MA. Plusieurs études ont mis en évidence un risque
accru de MA chez les sujets ayant un parentteepré atteint par la démence. Le risque
relatif a été estimé a 4 par rapport au sujet n’ayant pas d’antécédents familiaux. Cependant,

Dans le cadre d’Eurodem, la ré-analyse des données groupées de plusieurs cohortes
européennes n’a pas révélée d’association entre les antécédents familiaux et le risque de
développer une MA. Le facteur de risque « antécédent familial » reste donc controversé
(Launer et al., 1999.

v" Antécédents médicaux de la population de malades déments étudiée

La recherche des antécédents médicaux a monté que ’HTA est la maladie la plus

fréquente chez nos patients. Ces données concordent avec ceux de la littérature ou divers
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études ont suggéreé la pegse d’une liaison étroite entre ces deux pathologies (Dessiet al.,
1998).Par ailleurs, I’étude EVA a montré un risque de déclin cognitif augmenté de 2,8 chez

des hypertendus agés suivi pendant 4 dmsurio et al, 1999. De méme, une corrélation
entrela présence d’une HTA et la survenue d’une altération cognitive 6 ans plus tard a été

montré chez 10963 sujets de la cohorte ARd@Gopman et al, 200). Le tiers des patients

avait des antécédents de dyslipidémie, ceci concorde avec plusieurs études épidémiologiques
qui suggerent que des taux élevés du cholestérol total et du LDL-Cholestérol associés a un
taux faible de HDL-Cholestérol sont impliqués dans la pathogenese de déKismmit¢ et

al., 200). In vitro, il a été suggéré que le cholestérol favorise la formation de pdptide
amyloice (Bodovitz et al, 1996; Frearset al, 1999 et accélere le développement de la
pathologie amyloide chez 1’animal transgénique (Howland et al., 1998; Refoloet al, 2000).

Une étude sur pieces d'autopsie a aussi montré un lien entre hypercholestérolémie, dépbts
amyloides et dégénérescence neurofibrillaireaufer et al, 200). De plus,
I’hypercholestérolémie a étéassociée a une augmentation de I’activation de la microglie et a

une infiltration leucocytaire, comme on peut 1’observer dans les plaques amyloides. Cette
activation des cellules microgliales contribuerait a la neurodégénéréscence via la production
decytokines et de radicaux libres conduisant a une rupture de 1’équilibre RedOx (Streit et al,

1997. L’importance de 1’hypercholestérolémie est soulignée par l’utilisation de Statines
connues pour leur réle dans la réduction du niveau intracellulaire du cholestérol : ces
derniéres ont un effet inhibiteur sur la production pdamyloide sur cultures cellulaires
(Simonset al, 1998; Fassbener et al, 2001) Dans notre étude, seuls 10,4 % des patients
étaient sous statines avant altération de leurs fonctions cognitives. Les données de la
littérature sont controversées. Certaigagles d’observation ont montré un effet bénéfique

des statines sur le déclin cognitiidk et al, 2000; Yaffeet al, 2003 mais ces espoirs ont

été rapidement décus par les résultats de deux essais autres thérapequitiow@s pas pu
confirmerl’efficacité des statines pour la prévention des démefsteplerdet al, 2002;

HBSCG, 2003.

Par ailleurs, des antécédents de diabete ont été déterminés chez 19 % de nos patients
ainsi qu’une importante augmentation de la glycémie chez les patients atteints par la DV et
par une autre démence. Cette augmentation n’est pas significatives pour les patients MA.
Cependant, des complications liées au diabéte et son rdle potentiel dans I’altération des
fonctions cognitives ont été décrites pde Crimmon et al (2012) En effet, il a été suggéré

que le diabéte, ses complications et son traitement peuvent inciter des anomalies cognitives
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transitoires ou permanentes, résultd@perturbations aigués et/ou chroniques du niveau du
glucose dans le sanf.a ét¢ montré que I’incidence des démences apparait plus élevée chez

les sujets présentant un diabéte de type 2 ; un risque relatif compris entre 1,5 et 2 est retrouvé
chez les patients MA et les malades par une démence vascBiasee(s tal., 200§. De

plus, une association entre diabéte type 2 et atrophie hippocampique indépendamment de la
pathologie vasculaire a été montdeirf Heijer et al, 2003. L’étude Honolulu-Asia Aging a
¢galement montré que 1’association diabéte - MA est particulierement forte avec les patients

porteurs de 1’alléle €4 de ’apolipoprotéine (Peilaet al, 2003.

L’antécédent d’'un AVC était retrouvé chez 17,2 % des patients. On note que ces
derniers étaient tous atteints d’une démence vasculaire. Par ailleurs, plus de 10% des patients
avaient un antécédent de traumatisme cranien. Toutefois cette association est largement
controversée bien que I’effet du traumatisme cranien soit majoré chez les sujets porteurs de
I’alléle €4 du géne de ’APOE (Mayeux et al, 1995 Shively et al.,, 2013. Une surproduction
d’AB et d’IL-1 observée suite a un traumatisme cranien pourrait étre le signal déclencheur de
la démence. Il est important de noter que l’incidence du traumatisme cranien sur le
développement des démences est difficile compte tenu de 1’absence de méthodes
standardisées pour évaluer la sévérité du traumatisme et le temps entre le traumatisme et le

début de la maladie.

Les antécédents de troubles psychiatriques en particulier un trouble de 1’humeur
touche 6,2 % de nos patients. Une association entre dépression et démence est confirmée par
diverses études¢rm, 2000.

Pres de 5 % de nos patients avaient des antécédents de cardiopathie. Plusieurs équipes
ont mis en ceuvre une association positive entre 1’altération des fonctions cognitives et la
fibrillation auricuaire. Le suivi de 180 sujets atteints d’'une MCI et de 431 sujets témoins sur
une période de 3 a 4 ans a montré une relation significative entre la fibrillation auriculaire et
I’évolution vers la démence chez les sujets MCI (Bowirrat et al, 2003. Certaines études ont
aussi prouvé une association entre [’altération cognitive et D’insuffisance cardiaque
(Bornstein et al, 1995. De plus, une analyse en pasirtem de sujets d’age moyen égal a
87 ans a montré une relation significative entre la densité des lésions neuropathologiques
cérébrales et I’importance de I’atteinte coronarienne. Ces l€sions €taient plus prononcées chez

les sujets porteurs de 1’alléle €4 de I’APOE (Beeri et al,, 2009.
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L’altération des fonctions cognitives est aussi un critére important des démences.
L’évaluation globale des fonctions cognitives a été faite par le score MMSE. Ce test
permettant de rechercher 1’altération d’une ou de plusieurs fonctions cognitives et d’évaluer la
séverité du déficit cognitif a permis de classer les patients utilisés dans cette étude selon le
stade de D’atteinte par la démence. Ainsi, plus que la moitié des patients déments avaient une
démence modérée alors que 16 % avaient un syndrome potentiel sévére. Par ailleurs, la
sévérité de la démence des patients présents dans cette étude est fonction du niveau
d’instruction comme le montre différentes études. En effet, chez des sujets d’'une méme
tranche d’age, la valeur qui définissait le quartile inférieur était de 19 chez les sujets ayant une
scolarité de 0 a 4 ans, de 24 pour une scolarité de 5 & 8, de 27 pour une scolarité de 9 a 12 ans

et de 28 pour 12 ans d’étude et plus.

Ces critéres conventionnels n’étant pas suffisants pour caractériser les malades, une
recherche de marqueurs plus spécifiques s’avere indispensable pour identifier les démences,

les distinguer et les traiter.

1. Profil lipidique de la population de malades déments étudiés

Le lien entre les marqueurs biologiqgues du métabolisme lipidique et le risque de
démence est controversé. Cette controverse apparait tant au niveau du cholestérol que des
acides gras. L’incidence des lipides dans le développement des démences étant contradictoires
de nouvelles analyses sont indispensables afin de préciser les relations entre métabolisme

lipidique et démences. C’est pourquoi ces parametres ont €té repris dans 1’étude réalisée.

1.1. Etude des relations cholestérol - démsnce

Pour le cholestérol, plusieurs études épidémiologiques ont suggéré que des taux
augmentés de cholestérol plasmatique peut contribuer a la pathogenese de la démence. Ainsi
des individus ayant des taux élevés de cholestérol et de LDL-Cholestérol sont plus a méme de
développer une démence et en particulier une MA. Cette probabilité est augmentée chez les
patients porteurs de ’alléle €4 du gene APOE, impliqué dans le transport du cholestérol.
Whitmer et al. (2005)suggérent qu’un taux élevé du cholestérol a la quarantaine (dge moyen
= 42 ans) augmente considérablement le risque de démence a un age plus avancé de la vie
(61-83 ans). Ceci a éeté confirmé @uvlomonet al (2007)qui ont constaté que le taux du
cholestérol moyen a la cinquantaine (‘dge moyen = 50,4 ans) était plus élevé chez les

personnes ayant développé une déficience cognitive comparativement au sujet n’ayant pas
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dévelopé de démence et ceci indépendamment du génotype de I’APOE (Jarvik et al, 1995;

Kivipelto etal, 2002 ; Zambon et al, 2010).l est donc tres probable que les individus ayant

une hypercholestérolémie familiale sont plus & méme de développer une démence modeérée.
Toutefois, les travaux dReitz et al (2004) ont montré qu’un taux augmenté de cholestérol

chez des personnes agées de 77 ans et plus diminue le risque d’atteinte par la MA. De la
méme,Mielke et al. (2005)ont montré que des hauts niveaux du cholestérol entre 70-79 ans

réduit le risque de développer la démence a 1’age de 79-88.

Dans notre étude, chez les malades déments étudiés, des taux augmentés de
cholestérol, de triglycérides, et de LDL-cholestérol associés a des taux réduits de HDL-
cholestérol ont été observés chez les patients atteints de MA ainsi que chez les patients avec
démences vasculaires et autres démences. Ces variations sont plus marquées chez les femmes.
De plus, les taux plasmatiques de triglycérides, de cholestérol et de LDL-cholestérol chez les
patientsMA sont inversement corrélés avec le score MMSE et donc avec la sévérité et le
degréde I’atteinte par la démence. Une évaluation des polymorphismes de I’APOE et du
CYP46, génes qui ont été associés au développement de I&R&tiy et al, 2010, dans
différentes études, pourrait étre envisagée.

Les résultats obtenus dans notre étude sont donc en faveur d’une association entre

hypercholestérolémie et démence.

D’un point de vue mécanistique, plusieurs hypothéses peuvent étre envisagées pour
expliquer le mode d’action du cholestérol dans les démences. Ainsi, il a été suggéré que le
cholestérol pourrait augmenter l'activité de laulde la y-sécrétase, enzymes impliquées dans
la voie amyloidogénique du clivage de I’APP et la production d’AB (Simonset al, 1999.
L’agrégation d’AB pourrait étre accélérée en présence de taux élevés de cholésggret (
al., 200). Le cholestérol pourrait aussi réprimer de facon partielle le clivage de I'APP par la
voie non amyloidogéniqueBpdovitz et al, 1996 ; Refoloet al, 200Q. En effet, unapport
exogene du cholestérol asd®uris ou sur des cellules rénales d’embryon humaines (HEK)
(cellules surproduisant I’APP humain) provoque une diminution de la sécrétion des produits
de clivage de I’APP par ’a-sécrétase. Par ailleurs, un possible effet néfaste du cholestérol sur
la physiologie des neurones (croissance des dendrites et des axones) a éteé IFappetrsd (

2002.
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1.2.Etude des relations acides gras - démences

Des altérations des lipides au niveau des cerveaux de malades Alzheimer ont été
démontréesSoderberg et al, 1991, Mulder et al, 1999. En effet, des niveaux diminués
dAA et de DHA ont été observés dans les fractions phosphatidylcholine et
phosphatidylethanolamine de differntes régions du cerveau de patient®nsigad et al,

1998. Le vieillissement en lunéme n’influence pas la composition en AGs de ces frations

du cerveau%otderberget al, 1997.

Outre les changements de la composition en AGs connus au niveau neuronal, plusieurs
troubles neurologiques, comme la schizophrénie et la dépression présentent aussi des
changements de la composition en AGs plasmatideestét al, 1999. Bien que la MA ne
soient pas semblable aux troubles neurologiques mentionnés ci-dessus, il est possible que la
composition en AGs plasmatiques des patients MA soient modifiées comparativement aux

sujets contrdles et aux autres déficiences cognitives.

Cette étude a révélé d’importantes modifications du profil d’acides gras chez les
déments versus conted tant au niveau plasmatique qu’érythrocytaire. Des augmentations
importantes et hautement significatives de C22:0, C24:0 et C26:0 ont été observées ainsi
qu’une diminution de DHA et plasmalogeénes-C16:0. Une augmentation de 1’acide phytanique
a aussi étéotée. L’accumulation de C24:0, de C26:0 et d’acide phytanique ainsi que la
diminution de DHA, substrat de proxydation peroxysomale, et la diminution plasmalogéne-
C16:0, dont les deux premieres étapes de synthése sont peroxysomales, sont en faveur de
dysfonction du peroxysome dans les démences et en particulier dans la MA. Dans cette
maladie, la treés forte augmtation de C26:0 tant au niveau plasmatique qu’érythrocytaire a
conduit a proposer cet acide gras comme biomarqueur de laBkd&et n° 1358513 Par
rapport aux biomarqueurs déja existant (protéine AP, rapport AP1-40/ AP1-42, tau
phosphorylé) qui ne sont détectables que dans le LCR (nécessitant un prélévement dans des
services de neurologie spécialisés), ’avantage du C26:0 est de pouvoir étre quantifié sur du
sang total qui peut étre prélevé dans un laboratoire de biologie médicale conventionnel. Ce

biomarqueur du sang périphérique serait bien adapté a un diagnostic de routine.

Dans le cadre des analyses en AGs, la composition de la membrane érythrocytaire
et du plasma en AGs reflete I’apport alimentaire en lipides. Bien que le profil érythrocytaire

refléte la concentration d'AGs sur une période plus longue (de I’ordre de 3 mois) que celle
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fournie par le plasma (profil extemporané), ce profil peut aussi étre influencé par le

métabolisme des AGs et par les échanges entre plasma et membrane.

La déterminatin du profil d’AGs érythrocytaires ainsi que plasmatique peut donc étre
utilis¢ comme indicateur biochimique de 1’apport alimentaire ainsi que pour évaluer le
métabolisme lipidique. Dans cette étude, des taux élevés d’AGs saturés (C13:0, C16:0, C18:0,
C20:0, C22:0, C24:0 et C26:0) ont été révélés chez les déments aussi bien au niveau
plasmatique qu’erythrocytaire. Des taux plus faibles ont été observés chez les patients ayant
une démence vasculaire ou une autre démence en comparaison aux patients MA. Ces résultats
sont en accord avec ceux de la littérature, indiquant qu’une augmentation de C18:0 au niveau
érythrocytaire est associée a un risque plus important du déclin cogetid€ et al., 2003.
Ces AGs sont synthétisés de facon endogeiaela voie de synthése daovo par
transformation de 1’acétyl-coOA en AGs saturés (C16:0 et C18:0) qui pourraient subir des
élongations et des désaturations pour donner C16:1 n-7, C18:1 n-9 ou C1®ator#( al.,
2009. Cette voie reflete la capacité de 1’organisme a convertir I’excés d’hydrocarbure en
AGs ou triglycérides §chutz et al, 2004 ; Chonget al, 200§. Des données émergentes
suggerent que les AGs produits par la voie de synthésevdgourraient augmenter le risque
de mort subitel(emaitre et al, 2010 ; Wuet al, 201), de diabétesKroger et al, 2019,
d’hypertension (Zheng et al, 1999 et d’inflammation (Peterssonet al,200§. Les données
de I'étude ARIC révélent une association positive entre C16:1 n-7 et l'incidence du diabete.
Puisque le diabete est ’un des facteurs de risque de la MA, ces données suggerent que C16:1
n-7 pourrait influencer le risque de MMjouss et al, 2012 ont montré une association
positive entre le taux erythrocytaire de C16:1n-7 et le risque de développer une maladie

cardiovasculaire alors qu’une association négative a été révélée pour le C18:1 n-7.

De plus, I’analyse du profil d’AGs révele des diminutions significatives de la
concentration totale en AGPI (DHA, C18:2 n®18:3 n-6 et C18:3 n-3) chez les différents

groupes de déments au niveau plasmatique. En revanche, au niveau erythrocytaire une
augmentation de ces AGs est remarquée a 1I’exception du DHA dont le taux diminue. Ces
observations sont en accord avec celle faite@arquer et al. (2000)ayant déterminé la
composition en AGs dans les phosspholipides totaux ainsi que dans les différentes fractions
plasmatiques de phosphatidylcholines, de phosphatildyléthanolamines et
lysophosphatidylcholines. Lors de cette étude, des niveaux réduits d’AGPI ont été mises en
evidence dans ces différentes fractions et en particulier celui du(Bbidquer et al,, 2000).

Il a été suggeéreé que les phosphatidylcholines seraient utilisées comme un lieu de stockage de
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différents AGPI dans le cerveau, y compris le DHA. Ainsi, les taux diminués de DHA
plasmatiques chez les patients MA pourraient étre partiellement responsables de la réduction

de sa concentration dans le cerveau.

Les taux cérébraux d’AGPI n’ont pas été jusqu’a ce jour déterminés chez les patients
ayant des démences autres que la MA. Dans cette étude, des taux diminués de ces AGs ont
été observés chez les patients ayant une démence vasculaire ou une autre démence. Ces
observations peuvent refléter 1’altération de la composition cérébrale en AGs chez ces
patients. Ces observations suggérent qu’une consommation réduite d’aliments riches en AGPI
n-3 Kalmijn et al, 1997; Grant, 1997 pouurait s’ajouter a I’altération de leur métabolisme
au niveau cellulaire pour aggraver le déclin cognitif et accélérer la manifestation de la

démence.

D’un point de vue fonctionnel, plusieurs études ont montré que les AGPI sont
importants pour le développement et la physiologie des cellules neuronales et leur déficit a été
associé au développement de la MrAar et al, 2003 ; Maet al, 2004; Younget al., 20005;

Chen et al, 2007 ; Chapkinet al, 2009. Il a été démontré que le contenu du cerveau de
souris en AGPI 13-est dépendant de 1’apport alimentaire et du vieillissement. La déplétion de

50 a 80% des AGPI n-3 est suffisante pour altérer les fonctions neuronales. Eraeffet, |
déficience du régime alimentaire en AGPB rst a ’origine de déficits cognitifs dans les

souris Tg2576, mais pas dans les souris contrbéle. Au contraire, les souris Tg2576 sous régime
enrichi en DHA se comportent de facon similaire aux souris contrdles. Cette sensibilité des
souris transgéniques a la déplétion en AGPI n-3 suggére que les patients portant un risque
génétique d’atteinte de la MA pourraient étre plus vulnérables a un déficit d'acides gras
essentiels. Comme le vieillissement normal et la MA sont associés a des concentrations
cérébrales diminuées d’AGPI n-3 (Favrelere et al, 2000; Yehudaet al, 2003, des patients

ageés portant un prédisposition génétique a la MA présenteraient un risque plus élevé de
développer la maladieCglon et al, 2008. De ce fait, un faible apport d’AGPI et en
particulier de DHA associé a une déficience en anti-oxydants constitue un risque cumulé de la
MA (Etminan et al, 2003, Morris et al, 2003. Des altérations protéiques accrues résultant

du stress oxydant chez des animaux privés de DHA confortent cette hyp@hksed al,

2008).

Par ailleurs, 1’acumulation des AGTLCs chez les patients déments recrutés et en

particulier chez les MA est en accord avec des résultats ultérieurs montrant une augmentation
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du taux de C26:0 par rapport aux valeurs normales au niveau des érythrocytes de patients
ayant une adrénoleucodystrophie liée au chromosome X (X-AKBgzek et al.,1983).1l a

été suggéré que I’incorporation des AGTLCs dans les lipides complexes pourrait déstabiliser

les membranes cellulaires. Il est bien établi que le C26:0 change les propriétés physiologiques
de membranes. L’¢tude de Ho et al (1995)a révélé que le C26:0 pourrait perturber la
structure d’une membrane modé¢le et augmenter la micro-viscosité membranaire comme
démontré dans I’¢tude de Knazek et al (1983)ou des mesures de polarisation de fluorescence

ont été effectuées en utilisant un hydrocarbure comme fluorophore, le diphénylhexatriene. Ce
coposé émet une fluorescence une fois intercalé dans les lipides membranaires. Ainsi, une
augmentation fortement significative de la micro-viscosité de membranes érythrocytaires a été
démontrée chez des patients affectés par ’X-ALD. De méme, le traitement des cellules
adrénocorticales humaines avec 5 uM de C26:0 ou de C24:0 a montré aune altération de leur
capacité a réponelfaux stimulations par 1’acétylcholine comparativement aux cellules mises

en culture sans apport exogéne d’AGs ou en présence du C18:2 (Whitcomb et al,, 198§.

L’évaluation de la composition du plasma et des érythrocytes en acide gras Trans, qui
provienrent soit de 1’hydrogénation des huiles soit des produits laitiers, chez les patients
déments recrutés dans cette étude a révélé une augmentation de la concentration totale de ces
AG aussi bien au niveau érythrocytaire que plasmatique chez les groupes MA et autres
démences. Des quantités croissante des acides gras Trans, ont été mises en évidence dans le
régime alimentaire humairtfnken et al, 1984. Il a été rapporté que ces AGs constituent 4 a
12 % de I’apport total en matiére grasse chez la population américaines Allison et al., 1995;

Enig et al, 1990. Les AGT ont été liés jusqu'ici au risque de développer des maladies
cardiovasculaires Hu et al, 1997 ; Stenderet al, 1995 ; leur influence sur le
développement des troubles neurodégénérativem@st non élucidé. L’étude de Morris et

al a montré que les individus ayant une haute consommation d’AGT (4,8 g/jours) ont un
risque relatif élevé de développer une MAMofris et al, 2004. Au contraire, aucune
relation significative entre consommatidnAGT et MA n’a été observée lors de I'étude
Rotterdam Engelhart et al, 2003. En outre,Naqvi et al ont récemment rapporté qu’une
consommation importante en AGT n'est pas associée au déclin cognitif chez les femmes
(Nagvi et al, 201) , tandis qu’une forte consommation a été connue pour augmenter le
déclin cognitif dans des femmes ayant le diabéte de typew(eet al, 2009 et parmi des
personnes agées sans histoire de diab&veric et al, 2004. SelonGrimm et al, les AGT

favorisent le clivge de I’APP selon la voie amyloidogénique. La voie non amyloidogénique a
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été réprimée en presence des AGT et ceci suite a la diminution de I’expression génique
d’ADAM 10 et de I’expression protéique de I’a-Sécrétase associée a une augmentation de
I’expression de BACEL1 et des protéines formant le complexe de la y-sécrétaseDe plus, il a

¢été démontré que les AGT favorisent 1’oligomérisation et I'accumulation d'Af (Grimm et al,

2012.

1.3. Etudes des relations stress oxydan démences

Le stress oxydant semble une composante importante de la neurodégénérescence
cérébrale associée aux démences. Il jouerait un role majeur aussi bien dans I’hypothése
étiologique liée au peptide amyloide que dans 1’hypothése inflammatoire ou dans celle des
troubles neuronaux en relation avec le métabolisme calcique et/ou les fonctions

mitochondriales. Sa2prise en compte était donc indispensable sur les sujets déments étudiés.

Dans I’état actuel des connaissances, le role étiologique du stress oxydant dans les
maladies neurodégénératives et en particulier la MA a été évoqué par diverses études. Ce
stress oxydant a été mis en évidence par une élévation des produits terminaux ou de certains
intermédiaires réactifs : élévation intracérébrale du malondialdéhyde (MDA), du 4-
hydroxynonénal (4-HNE) qui sont des indices de peroxydation lipidiques, élévation de la
80H-2-déoxyguanosine et de 1’héme-oxydase indiquant des lésions oxydatives de I’ADN
(Pratico, 2005; Solfrizzi et al, 200§. Des taux augmenté de peroxynitrite et de nitrotyrosine
ont été également rapportés. Au niveau des agrégats neurofibrillaires, une accumulation des
protéines carbonylées et de certains produits de glycosylation est observée. D’autres
biomarqueurs du stress oxydant ont été associé a la MA ; les isoprostanes (F2-isoprostane)
(produits de la peroxydation de 1’acide arachidonique) ont été trouvés a des taux élevés dans
le LCR et le cerveau de patients MRréctico et al, 1998; Montine et al, 2007; Praticoet
al., 2000. Dans une étude longitudinale, le niveau de ces isoprostanes a été truvé
significativement augmenté dans le LCR de patients MA et ils diminuent significativement
chez les patients sous traitement antioxyda@tsnn et al, 2009. Pratico et al. (2002)ont
aussi montréine production significative des de ces isoprostanes au niveau du plasma, du

LCR et des urines de sujets ayant une démence modérée.

Au cours de la présente étude, une recherche des marqueurs du stress oxydant a été
réalisée tant au niveau plasigat qu’érythrocytaire. L’utilisation des érythrocytes est
complémentaire du plasma car elle fournit des informations relatives aux effets de

I’environnement sur la membrane plasmatique. Cette approche plasmatique et érythrocytaire a

Page 292




Discussion

révélé un fort stressxydant chez les malades déments. Ainsi, au niveau plasmatique 1’activité

GPx diminue ainsi que le taux de GSH diminue et les diénes conjugués ainsi que le MDA
augmentent. Au niveau érythocytaire, les activités SOD et catalase sont fortement augmentées
alors que la GPx diminue ainsi que le GSH ; par ailleurs, le MDA, les diénes conjugués et les
protéines carbonylées augmentent. Les altérations lipidiques (peroxydation lipidiques) et
protéiques (carbonylation protéique) suggérent que la stimulation des défenses anti-oxydantes
(augmentation des activitts SOD et catalase) est insuffisante pour faire face a une
surproduction d’anion superoxyde et de peroxyde d’hydrogene. Comme le GSH présent en

guantité important au niveau plsamatique diminue aussi cela soégigiement I’importance

du stress oxydant généré et la rupture d’équilibre entre la production de radicaux libres et les

mécanismes de défense.

Les résultats obtenus soulignent donc que le stress oxydant et non seulement stimulé

mais qu’il est puissant et délétére chez les malades déments.

Par ailleurs, certains marqueurs du stress oxydant semblent étre fonction de la sévérité
de la démence et pourraient avoir de ’intérét pour évaluer le stade et la progression de la
démence. Ainsi les taux de MDA et de dienes conjugués érythrocytaires, plus importants a
des stades plus avancés de la démence, en particulier pour les patients MA, pourraient
constituer des bio-marqueurs utilisables pour appliquer un traitement anti-oxydant au moment
opportun de facon a prévenir la peroxydation lipidique et la carbonylation protéique donc les

conséqguences sur les fonctions cellulaires peuvent étre irréversibles et déléteres.

Comme les marqueurs du stress oxydant ont été révélés au niveau périphérique, il
faudrait s’assurer qu’ils reflétent bien le stress oxydant au niveau du systéme nerveux central.
Des analyses du métabolisme oxydatif au niveau cérébral par imagerie fonctionnelle pourrait

répondre a cette question en corrélant les données d’imagerie aux données biochimique.

Au niveau cellulaire, le stress oxydant généré pourrait contribuer a I’altération du
profil des acides gras et en particulier des AGPI, qui sont des constituants importants des
membranes cellulaires a cause de leur richesse en doubles lidsominé et al, 2009. La
peroxydation des AGPI affecterait alors la fluidité des membranes plasmatiques ainsi que
I’activité des enzymes présente en particulier au niveau des radeaux lipidiques comme
démontré paMartin et al (2010).En effet, la détermination de la composition lipidique des
radeaux lipidiques purifiés a partir de cerveaux de patients MA et de sujets sains montre une

altération du profil lipidique chez les patients MA avec des niveaux faibles d’AGPI n-3 (en
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particulier 22:6 M) et d’AGMI. Aucun changement au niveau des classes de lipides et d’
acides gras n’a été observée dans les radeaux lipidiques de cerveaux de sujets sains (24-85
ans) démontrant que ces modifications ne sont pas liées a I’age (Martin et al.,, 2010. Ces
données indiquent donc I'ekince de mécanismes qui préservent I’homéostasie du statut des
radeaux lipidiques dans le cortex frontal de sujet normal. La perturbation de tels mécanismes
conduirait & des changements de la fluidité au niveau des radeaux lipidiques chez les MA ce

qui pourrait affecter I’activité des sécrétases et essentiellement celle de la B-sécrétase.

S’opposer au stress oxydant (selon des moyens qui restent a définir) est donc une
voie méritant d’€tre mieux explorée pour traiter les démences. Des molécules ciblant le stress
oxydant pourraient présenter un intérét thérapeutique. Une alimentation contrblée ou
fonctionnelle pourrait sans doute aussi avoir de [Dintérét pour prévenir la

neurodégénérescence.

1.4. Etude des relations cytokines (ILH, TNF-a) — démences

Une composante inflammatoire de la MA est suppokés cellules gliales seraient
activées et contribueraient a une inflammation locale dont les conséquences sont a préciser
(Tuppo & Arias, 2005). Dans la mesure ou les acides gras C22:0, C24:0 et C26:0
s’accumulent au niveau des lésions, ceukpourraient favoriser I’inflammation cytokinique
comme cela a été rapporté dans certaines peroxysomopathies démyéliniSarghs&(

Pujol., 2010. Dans notre étude, seule une augmentation de I’'IL-B et du C20:4 érythrocytaire

de cytokines pro-inflammatoires (ILB et TNF-a) a été observée au niveau périphérique chez

les patients MA. R revanche, ceci ne peut pas exclure la possiblité de développement d’un
processus inflammatoire au niveau du systéme nerveux central. Par ailleurs, la sécrétion de

I’IL-B semble s’accentuer proportionellemnt a la sévérité de la démnce.

Pour évaluer I’inflammation cérébrale, il serait en effet préférable de pouvoir disposer
de LCR plutot que de plasma. Malgré I’absence de différence plasmatique au niveau des taux
d’IL-1B et de TNF-a entre sujet non déments et déments, des taux plus élevés mais non
significatifs de CRP ont ¢été observés chez les MA. L’analyse des cytokines mériterait donc
d’étre approfondie en prenant en compte le réseau cytokinique complet qui pourrait étre

abordé via des analyses multiplexesunet et al, 2006)
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Les résultats obtenus vitro sur cellules neuronales humaines SK-N-BE cultivées en
absence ou en présence d’acide gras C22:0, C24:0, ou C26:0, sur modéle de souris Alzheimer
transgénique APP PS1 A9 ainsi que sur des malades déments (MA, démences vasculaires,
autres démences) versus controles apportent des éléments nouveaux sur 1’implication des
acides gras dans la neurodégénérescence. lls soulignent le réle potentiel des lipides et de leur
métabolisme, en relation avec 1’oxydation, dans le développement de la MA mais aussi des

démences vasculaires et autres démences.

» Sur cellules SK-N-BE, les acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 ont montré une
lipotoxicité aux concentrations plasmatiques tées\chez les malades (> 5 uM) qui
se manifeste sous différentes formes.

- Arrét de la croissance cellulaire et perte d’adhésion.

- Altérations mitochondriales  topographiques, morphologiques et
biochimiques (chute du potentiel transmembranaire AYm, modifications de
I’expression de protéines appartenant aux complexes de la phosphorylation
oxydative, augmentation du taux d’anions superoxydes).

- Induction d’un stress oxydant marqué caractérisé par une surproduction
d’espéces radicalaires de 1’oxygéne (anion superoxyde, peroxyde
d’hydrogéne), diminution du taux de GSH intracellulaire, peroxydation
lipidiqgue (augmention de 4-HNE et de dérivés du cholestérol oxydés en
C7).

- Absence d’induction de cytokines (IL-1p, IL-8, IL-6, IL10, IL-1p,
IL12p70, TNFa) mais augmentation de la production de LTB4, issu du
métabolisme de 1’acide arachidonique (inflammation non cytokinique).

- Deésorganisation du cytosquelette et modification des interactions et de
I’expression de ses constituants majeurs (actine et tubuline).

- Induction d’une mort cellulaire non apoptotique (2 la plus forte
concentration étudiée : 20 uM) caractérisée par la présence de vacuoles
plus ou moins nombreuses et d’aspect variables qui ont conduit a évoquer

une forme de mort cellulaire associééaatophagie.

Ces résultats obtenus vitro montrent que le C22:0, le C24:0 et le C26:0 induisent des

modifications cellulaires dont les caractéristiques évoquent les altérations rapportées au
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niveau des lésions cérébrales. Ces constatations renforcent ’intérét porté a ces composés
comme facteurs de risque de la MA et suggére qu’ils pourraient éventuellement constituer des
biomarqueurs de MA. Les résultats obtenus qui soulignempdrtance du stress oxydant et
de I’inflammation non cytokinique (mais aussi d’autophagie) dans la lipotoxicité induite par
les AGs (C22:0, C24:0 et C26:0) permettent d’envisager d’explorer de manicre plus
approfondies ces différents phénoménes en vue d’identifier des cibles pharmacologiques

potentielles en vue de développer des traitements spécifiques et efficaces encore inexistants.

» Sur souris transgéniques APP PS1 AE9 versus souris sauvages, les différentes
approches mises en oeuvre pour caractériser la neurodégénérescence sur coupes
histologiques (colorations adaptées a la détection d’amyloides-B, d’organites
(mitochondries, lysosomes, peroxysomes) et de lipides (neutres et polaires)
immunohistochimie pour révéler les amyloidestau phosphorylé ainsi que des
marqueurs mitochondriaux, peroxysomaux et des constituants du cytosquelette) et sur
extraits lipidiques de cerveaux ont fourni des informations nouvelles qui sont
néanmoins a confirmer sur les modifications d’expression antigénique associées a la
MA et sur les profils d’acides gras.

- Les dépbts amyloides et la présence de protéine tau hyperphosphorylée, qui
reste a préciser, ne sont révélés que chez les souris transgéniques.

- Les protéines peroxysomales sont exprimées a des niveaux varialdes dan
le cerveau. Au niveau des hémisphéeres cérébraux, elles sont présentes en
quantit¢ importante au niveau de I’hippocampe. Dans cervelet, leur
expression est forte au niveau de la couche granulaire et de cellules dont la
morphologie évoque des cellules de Purkinje.

- L’utilisation de fluorochromes permettant une révélation des lipides neutres
et polaires donne des signaux positifs malgré le déparaffinage qui entraine
une solubilisation des lipides. Ceci suggéere une association de lipides avec
des structures protéiques (carbonylation protéique) et une induction de
stress oxydant dans les cerveaux de souris transgéniques.

- Les analyses de lipides, bien que réalisées sur un seul cerveau de souris
transgénigue versus sauvage, se sont révélés pertinentes. Elles sont non
seulement en faveur de dysfonctions peroxysomales mais suggerent aussi

des perturbations simultanées des activités des élongases (ELOV1 et 6).
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Ces résultats obtenus sur cerveaux de souris ont fourni des informations nouvelles sur la
cartographie de l&partition du peroxysome au niveau cérébral en relation avec 1’expression
d’autres marqueurs (lysosomes, mitochondries, protéines du cytosquelette). Ces résultats
soulignent aussi que les modifications importantes observées au niveau des taux de C22:0,
C24:0 et C26:0 pourraient étre la résultante de dysfonctions plus larges -peroxysomales et

autres (élongases)- du métabolisme de ces acides gras.

» Afin d’évaluer si des perturbations du métabolisme des acides gras C22:0, C24:0 et
C26:0 associés a des dysfonctions du métabolisme peroxysomal surviennent dans la
MA, des dosages de ces acides gras (combinés a ceux de lipides dont le métabolisme
est associé au peroxysome : acide phytanique, DHA, plasmalogénes) ont été réalisés
sur les plasmas et les érythrocytes de malades atteints de MA, de démences
vasculaires et d’autres démences comparativement a des sujets non déments
appartenant a la méme tranche d’age. Les méthodes utilisées sont CPG/SM et CPG
(afin d’établir un profil global des acides gras). Des marqueurs du stress oxydant ont
aussi été quantifiés.

- Par CPG/SM, des augmentations des taux d’acides gras C22:0, C24:0 et
C26:0 ont été observées tant au niveau plasmatique qu’érythrocytaire. Les
modifications les plus marquées permettant de distinguer malades atteints
de MA et sujets non déments ont été obtenues avec le C26:0 qui a été
proposé comme biomarqueur de la maladie.

- Une rupture de I’équilibre RedOx a aussi ét¢ mise en évidence chez la
malades atteints de MA mais aussi dans les démences vasculaires et autres
démences. Celle-ci se caractérise par une augmentation des enzymes anti-
oxydantes (catalase, SOD), une diminution de I’activité GPx et du taux de
GSH et une augmentation des marqueurs de peroxydation lipidique (MDA
et dienes conjugués).

- Par CPG, le profil général des acides gras plasmatique et érythrocytaire a
ete réalisé. Ce dernier integre tous les acides gras y compris ceux apportés
par I’alimentation. Dans ce profil, de nombreuses variations intergroupes

ont été mise en évidence.

Ces résultats sur plasmas et érythrocytes de sujets déments (MA, démences

vasculaires, autres démences) versus sujets non déments confortent 1’hypothése de
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dysfonctions du métabolisme des acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 en patrticulier chez les

patients atteints de MA.

Dans leur ensemble, les résultats obteimusgitro, sur souris transgéniques ainsi que

sur plasmas et érythrocytes de malades atteints de démences sont en faveur :

) d’un rdle potentiel des acides gras (C22:0, C24:0 et C26:0 dans Ila
neurodégénérescence (lipotoxicite)

i) de dysfonctions du métabolisme de ces acides gras pouvant impliquer le
peroxysome mais aussi des enzymes localisées au niveau du réticulum

endoplasmique telles qu’ELOV1 et 6.

Compte tenu des résultats obtenus, plusieurs perspectives de travail peuvent étre

envisagees.

e Les étuden vitro seront prolongées en déterminant :

- la chronologie des évenements conduisant a la mort cellulaire (stress
oxydant, autophagie, mort cellulaire) ainsi que les interactions entre ces
différents évenements,

- l’origine du stress oxydant,

- le role de I’autophagie (protecteur ou non),

- la part prise par le lysosome dans le processus de mort,

- DP’impact de C22:0, C24:0 et C26:0 au niveau cellulaire et membranaire en
particulier au niveau des radeaux lipidiques (travaux déja initiés au
laboratoire sur cellules 158NK#&hn et al, 2011). Une approche
lipidomique et protéomique est prévue.

- les voies de signalisation et I’intervention de flux ioniques impliquées dans
les effets cytotoxiques (stress oxydant, inflammation, autophagie, mort
cellulaire) induits par C22:0, C24:0 et C26:0,

- D’intervention d’un stress du réticulum associé¢ a la mort cellulaire induite
par les AGs sera aussi abordée. Une déficience en Pex2 active en effet un
stress du réticulumFaust & Kovacs, 2013. Par ailleurs, dans les sawri
déficientes en ACOX1jl a été montré qu’un un stress du réticulum

endoplasmique progressif contribliBhépatotoxicité luang et al,, 201]).
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Conclusion générale

Les effets des acides gras seront aussi évalués sur cellules nerveuses issues
d’hippocampe de souris en absence ou en présence de cellules gliales pour
préciser la part prise par ces cellules dans la neurodégénérescence.
I’identification de molécules naturelles ou de synthése pouvant s’opposer a

la lipotoxicité en vue de développer soit des médicaments, soit des aliments

fonctionnalisés.

Les études sur modele de souris transgéniques APP PS1 A9 ainsi que sur d’autres

modéles trangéniques développant a la fois une taupathie et amyloidopatbig

aussi continuées pour préciser I’implication du métabolisme peroxysomal et

I’intervention des élongases ELOV1 et 6 dans le développement de la MA. Pour cela,

sur cerveaux de souris:

Les profils d’acides gras seront réalisés sur un nombre plus important de
souris transgéniques et sauvages,

L’expression d’ELOV1 et 4 sera abordée par RT-QPCR,

L’expression d’enzymes peroxysomales (ACOX1, enzyme bifonctionnelle,
thiolase) impliquées dans la 3-oxydation et la synthese de DHA sera aussi
évaluée par RT-QPR,

L’expression et 1’activité de la catalase, enzyme spécifique du peroxysome

et contribuant a la dégradation du peroxyde d’hydrogene, sera précisée,

Par ailleurs, sur érythrocytes et plasma de souris transgéniques versus sauvages, le

profil d’acides gras et le stress oxydant seront évalués en utilisant les mémes

parametres que ceux utilisés chez ’homme afin de définir si le modeéle murin choisi

APP PS1 A9 est pertinent pour étudier les relations entre le métabolisme des acides

gras C22:0, C24:0 et C26:0 et le développement de la MA. Si tel était le cas, ce

modele pourrait avoir plusieurs intéréts

o

i) identifier de nouveaux biomarqueurs de la MA (si possible au niveau

périphérique afin qu’ils soient facilement utilisables) ;

i) servir de modele en physiopathologie pour préciser I’'impact d’une altération

du métabolisme des acides gras au niveau cérébral désordre

iii ) servir de modele en pharmacologie en ciblant des voies du métabolisme des

acides gras C22:0, C24:0 et C26:0 ou en tentant de s’opposer a des effets

délétéres associés a ces acides gras.
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Conclusion générale

Dans sa globalité, I’approche envisagée permettra de consolider, voire de valider, les
hypothéses émisesoncernant I’implication de dysfonctions du métabolisme des

acides gras (C22:0, C24:0 et C26:0) dans la neurodégénérescence conduisant a la MA
et en particulier le rdle du peroxysome et du réticulum endoplasmique (via certaines

élongases) dans le processus neurodégénératif.
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