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Résumé

L’X-ALD et la P-NALD sont deux maladies peroxysomsl métaboliques et neurodégénératives
rares. L'X-ALD et la P-NALD résultent de déficiesceespectives eABCD1et ACOX1 Ces deux
maladies dans leurs formes séveres sont associédssaphénomenes de démyélinisation
inflammatoire du SNC. Au niveau des lésions, dgses d'oxydation et une mort cellulaire sont
observés. L'accumulation des AGTLC plasmatiquessstilaires est le critére biochimique commun
a ces deux maladies.

Dans un premier temps, nous avons caractériséigméel d'oligodendrocytes murins 158N afin de
l'utiliser comme modéle. Cette lignée qui présatds caractéristiques d'oligodendrocytes matures
(expression des protéines de myéline MOG, MBP, Rld8séde aussi des peroxysomes fonctionnels
possédant les protéines Abcdl et Acoxl. Ensuites myons étudié les effets cytotoxiques et pro-
oxydants des AGTLC (C24:0 et C26:0), ainsi quecliience de I'extinction &bcdlet d’Acoxlpar
siRNA sur I'équilibre RedOx et la mort cellulaifees effets des AGTLC sur les caractéristiques
biophysiques de la membrane cytoplasmique ont atésabordés. Par ailleurs, des marqueurs du
stress oxydant ont été recherchés sur des plasesapatients atteints de différentes formes d’X-
ALD.

In vitro, nous avons montré que l'accumulation d'AGTLC d#&ss cellules 158N induit une
surproduction d'espéces radicalaires de |'oxygéue #azote et une perturbation des défenses anti-
oxydantes (catalase, SOD, GSH). Ceci s'accompadure dperoxydation lipidique, d'une
carbonylation des protéines et d'une dégradatioA@N. L'extinction dAbcdlet dAcoxlpar des
siRNA augmente la production d'especes radical&rgmtentialise le stress oxydant induit par les
AGTLC. Sur les plasmas de patients atteints demifftes formes d’X-ALD, comparativement a des
sujets sains, nous avons montré l'accumulation plexluits de peroxydation lipidiques (7-
hydroxycholestérols, HODES). Le taux de ces dewduyis est corrélé avec la sévériteé de la
maladie: CCALD>AMN>Addison>ACALD.

Les AGTLC induisent aussi la mort des cellules 158X un processus non apoptotique. Cette mort
cellulaire est caractérisée par: une perturbatmde du calcium intracellulaire, une diminution du
pH, une chute du potentiel transmembranaire mitodhal associée a des modifications structurales
des mitochondries, une déstabilisation des lysosaheine formation de figures d'autophagie. Les
AGTLC perturbent aussi la fluiditt membranaire. Ralleurs, les AGTLC n'affectent pas
I'expression des protéines majeures de la myélifee® MBP.

Ces travaux ont mis en évidence un lien directedfdccumulation des AGTLC, le stress oxydant et
l'induction de mort cellulaire faisant intervenésl lysosomes. La déficience éicdl et Acoxl
favorise le stress oxydant. En accord avec leslteéswbtenus in vitro, la mise en évidence de
marqueurs de peroxydation lipidiques dans le plasteamalades atteints d'’X-ALD conforte
I'hypothese d'une intervention du stress oxydans datte pathologie.

Mots-clés : Peroxysome, X-ALD, P-NALD, oligodendrocytes 158N TLC, mort cellulaire, stress
oxydant, protéines de myéline, siRNA, lysosome.



Abstract

X-ALD and P-NALD are two rare, peroxisomal metabaind neurodegenerative diseases. ABCD1
and ACOX1 are known to be responsible for X-ALD aReNALD, respectively. The actively
demyelinating lesions in CNS, exhibited signs aflakive stress and cell death. The accumulation of
VLCFA in plasma and tissue is the biochemical comrhallmark to both diseases.

First, we characterized a murine oligodendrocy#dklioe 158N to use it as a model. This 158N cell
line which has characteristics of mature oligodenygtes (expression of myelin proteins MOG,
MBP, PLP), has also functional peroxisomes with @&band Acox1 proteins. Then, we studied the
cytotoxic and pro-oxidative effects of VLCFA (C20:and C26: 0), and the effects of in vitro
silencing of theAbcdlandAcoxlgenes by siRNA on the redox balance and cell déz#thcts of
VLCFA on the biophysical characteristics of cytgptac membrane were also evaluated. Moreover,
markers of oxidative stress were researched omlad patients with different forms of X-ALD.

In vitro, we showed that the accumulation of VLCIBA 158N cells induced overproduction of
reactive oxygen and nitrogen species and a disnuati antioxidant defense systems (catalase, SOD,
GSH). This was accompanied by lipid peroxidatiamtg@in carbonylation and degradation of DNA.
The extinction ofAbcdl and Acox1 by siRNA increased the production of radical seecand
potentialized the oxidative stress induced by VLCBEA plasma of patients with different forms X-
ALD, compared to healthy subjects, we showed amractation of lipid peroxidation products (7-
hydroxycholesterol, HODES). The rate of these twadpcts is correlated with the severity of the
disease: CCALD> AMN> Addison> ACALD.

The VLCFA also induce cell death on 158N by a npaopdotic process. This cell death is
characterized by: a rapid increased of intracell@&” level, pH decrease, a loss of mitochondrial
transmembrane potential associated with structcitahges of mitochondria, a destabilization of
lysosomes, and formation of autophagic vacuoles. WYhCFA also disrupt the membrane fluidity.

Furthermore, VLCFA do not affect the expressiomgtlin major proteins PLP and MBP.

This work highlighted a direct link between VLCFA&camulation, oxidative stress and induction of
cell death involving lysosome8bcdlandAcoxldeficiency promotes oxidative stress. In agreement
with results obtained in vitro, the detection ofrkeas of lipid peroxidation in the plasma of X-ALD
patients favors the hypothesis of an involvemertxadative stress in this pathology.

Keywords : Peroxisome, X-ALD, P-NALD, oligodendrocytes 158N;GTLC, cell death, oxidative
stress, myelin proteins, siRNA, lysosome.
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| Avant-propos

Depuis la découverte du peroxysome en 1954 par iRlebda révélation de sa fonction métabolique
dans la dégradation du peroxyde d’hydrogene paratalase mise en évidence par de Duve et
Baudhuin en 1966, la recherche sur ces organellepas cessé de révéler des réles cruciaux du
peroxysome dans la physiologie des organismes nemngluricellulaires. Du fait que les
peroxysomes ont des fonctions essentielles dam&iabolisme et 'homéostasie lipidique, ainsi que
dans le contréle de I'équilibre RedOx, le(s) dystionnement(s) de cet organelle peuvent entrainer
toute une série de maladies plus ou moins grallast d'un simple dysfonctionnement métabolique

jusqu’a une dégénérescence du systeme nerveurIgSNIC) ou périphérique (SNP).

Les travaux les plus récents ont mis en évidencebis essentiel du peroxysome pour le bon

fonctionnement du SNC.

Ainsi, les peroxysomes des cellules productricemgéline dans le SNC (oligodendrocytes), jouent
des roles déterminants dans la myélinisation, ajnsi dans le métabolisme lipidique et le maintien

de I'équilibre oxydatif et inflammatoire du SNC.

Parmi les maladies liées a des dysfonctionnemeangzedoxysome, I'’X-ALD est la maladie la plus
frequente. Cette maladie génétique sous sa formpiusasévere fait intervenir des phénomenes de
démyélinisation au niveau du SNC associés a dddeunes inflammatoires et oxydatifs. Au niveau
plasmatique et tissulaire, cette maladie est o@rigée par une accumulation d’Acides Gras a Trés
Longue Chaine (AGTLC) en particulier C26:0 et C24:8 séquence d’évenements conduisant au
phénotype de I'X-ALD est associée a des mutatiengaheABCD1localisé sur le chromosome X et
a un processus de démyélinisation centrale efpdphérique encore mal connu. Les relations entre

'accumulation d’AGTLC et la physiopathologie dX4{ALD restent obscures.

La pseudo-adrénoleucodystrophie néonatale (P-NAdd€Dune maladie peroxysomale beaucoup plus
rare que I'’X-ALD, caractérisée elle aussi par uoeumulation plasmatique et tissulaire d’AGTLC.
Elle se distingue de I'’X-ALD par une déficience aide docosahexaénoique (DHA) nécessaire au
bon fonctionnement du SNC. Cliniguement, elle emtactérisée par une neurodégénérescence
précoce, une hypotonie et des désordres moteurdefi@ence en Acyl-CoA oxydase-1 (ACOX-1),
qui catalyse la premiere étape de la béta-oxydaienoxysomale, résulte d’anomalies génétiques

localisées sur le chromosome 17 qui sont a I'oegla cette maladie.
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Dans le contexte de I'X-ALD et la P-NALD, l'objettde notre travail a consister a mieux
comprendre la physiopathologie de I'’X-ALD et deFaNALD, notamment les liens mécanistiques
pouvant exister entre stress oxydant, mort celelat expression des protéines majeures de la
myeéline (PLP, MBP) dans des oligodendrocytes enctiamt a préciser la part prise par les protéines
peroxysomales ABCD1 et ACOX1.

Dans ce travail, nous avons d’abord caractéridégige d’oligodendrocytes murins 158N. Par la
suite, la capacité des AGTLC (C26:0, C24:0) a irglwin stress oxydant et a activer la mort des
oligodendrocytes a été établie sur les oligodendescmurins 158N sauvages ou déficients en
Abcd1 et Acox1 obtenus par transfection a l'aide de siRNAs. L&sultatsin vitro ont conduit a
utiliser des plasmas de malades avec différentesefo d’X-ALD (forme inflammatoire cérébrale et
démyélinisante (Childhood Cerebral ALD: CCALD); rize non inflammatoire cérébrale
démyélinisante (Adolescent or Adult Cerebral ALRCALD); forme démyélinisante périphérique
ou adrénomyéloneuropathie (AMN); maladie d’Addisdfectant les glandes corticosurrénales). Sur
ces échantillons plasmatiques, des marqueurs dessstoxydant ont été recherchés (7-
hydroxycholestérols et HODEs) pour distinguer ledféents formes de [I'’X-ALD afin
ultérieurement de pouvoir suivre I'évolution deteghaladie et d’adapter aux patients les traitesnent

les mieux appropriés.
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I Le Peroxysome

1 Généralités
Par définition « peroxysome » est un terme issulatn (per : grande quantité) et du greox(s:
pointu etsébma: corps). « Peroxysome » signifie donc corps dexpele. |l s'agit de particules
présentes a l'intérieur du cytoplasme de toutesdlisles eucaryotes, a I'exception des érythracyte
Le peroxysome a été décrit pour la premiere foid @ par J. Rhodi(Rhodin, 1954)En 1966, la
premiere fonction physiologique a été montrée gabdve(de Duve & Baudhuin, 1966) a taille
du peroxysome, le nombre, la composition protéigtide role biochimique dépendent du type
d’'organisme ou des cellules et des conditions enmementales (stress, besoin métabolique...)
(Titorenko & Rachubinski 2001; Gunket al, 1999)

2 Structure des peroxysomes

Les peroxysomes sont constitués d’'une matrice iouédense délimitée par une membrane simple
(0,1 — 1um de diametre) de type bicouche lipidiquieles isole du cytosol. Cette structure renferme
un corps cristallin appelé noyau cristalloide ogloige. A la différence de la mitochondrie, ils ne
possédent pas d'acides nucléigshrader & Fahimi, 2008)Entre espéces (animaux, plantes,
levures.....), certaines caractéristiques des peommgs sont conservées, notamment certaines
enzymes ou systemes enzymatiques concernant lesesspeactives de I'oxygefMichels et al.,
2005).

3 Biogenése des peroxysomes

La biogenése des peroxysomes se subdivise en Rgparf(l) la formation de la membrane
peroxysomale, (2) l'import des enzymes peroxysasnadatricielles et (3) la prolifération. Une
famille de protéines est en particulier impliguémnsl ces processus, appelée les peroxines, codées
par des genes Pésirzalskyet al., 2010) 32 peroxines différentes sont connues, conserdéda
levure a I'HomméPlatta & Erdmann, 2007)

Les premieres observations en microscopie élecfuenmontraient une proximité des peroxysomes
et du réticulum endoplasmique (RE), avec parfois continuité entre les deux structures. Ceci a
laissé supposer que les peroxysomes étaient issumurgeonnement du R@@ovikoff & shin,

1964; Titorenko & Rachubinski, 1998; Mullemhal.,2001) Hoepfner et ses collegues ont transforme

des levures mutantes en Pex3 et Pex19 avec desmigks contenant les genes codant pour Pex3p
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et Pex19p (genes de la biogenése du peroxygameiert & Erdmann, 2003; Purdue & Lazarow,
2001) fusionnés avec un geéne rapporteur : le YFP (yefloorescent protein). L'utilisation de la
microscopie a fluorescence en temps réel a perenmaahtrer que Pex3 et Pex19 se concentrent a la
périphérie du RE et recrutent par la suite PexI@pde produire par bourgeonnement une structure
capable dimporter d'autres protéines membranapesoxysomales et donnent lieu a un pré-
peroxysomgHoepfneret al. 2005) Cette structure pré-peroxysome intégre par I des protéines
membranaires peroxysomales qui sont dirigées eepglloxysome grace a des signaux d’adressage
(mPTS)(Figure 1)

Par ailleurs, Lazarow et Fukui proposerent le medi## croissance et division, dans lequel les
peroxysomes bourgeonnent a partir de peroxysomegxistants. Des peroxysomes « primitifs »
seraient ainsi la cible de nouvelles protéines pmmmales synthétisées lors de la croissance
cellulaire. Ces organites augmentent alors deetpdlr importation de protéines et se multiplient pa
division. Il semblerait qu'aprés cette fissionrdanite mature perde sa capacité a incorporer de
nouvelles protéinef_azarow & Fujiki, 1985; Purdue & Lazarow, 2001;WVder Klei & Veenhuis,
2002; Lazarow, 2003)Dans cette hypothese, le réticulum endoplasmiqtiesiggoosé fournir les
phospholipides nécessaires a la formation des @oxvperoxysomesia des vésicules spécialisées
(Lazarow, 2003) (Figure 2)

Deux revuegHoepfneret al., 2005; Lazarow, 2003nontrent que les deux théories de la biogenése
des peroxysomes sont concevables. Il reste a élusides deux mécanismes de biogenése ont lieu

en méme temps.
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Protéines
Matricielles

oF

Peroxysome mature

Figure 1 : Voie de maturation du peroxysome dépendante du(REneau, 200%
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Figure 2 : Voie de maturation du peroxysome par division issfon (azarow, 2003
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3.1 Adressage des protéines vers le peroxysome

Les peroxysomes sont dépourvus d'ACRamiryo et al, 1982)et ne contiennent aucun systéme
indépendant de synthése protéique; c'est pourtpuaties les protéines destinées aux peroxysomes
sont codées par I'ADN nucléaire et synthétisées dancytosol par les polysomes libres. Ces
protéines sont ensuite adressées vers ces orgapteés leur traduction. Certaines protéines
destinées aux peroxysomes peuvent étre assemblédig@méeres préalablement a leur importation
et leur transport ne nécessite pas la modificatienleur structure quaternai(§¢an der Klei &
Veenhuis, 1997).

Trois séquences permettant 'adressage des pretgarexysomales ont été identifiees. Deux d'entre
elles, PTS1 (carboxy-terminal) et PTS2 (amino-teal)i identifient la protéine peroxysomale
matricielle; la troisieme PEX19BS (site de liaisda PEX19) identifie la protéine peroxysomale
membranaire. Selon le type de PTS les protéinestsosférées au peroxysome par l'intermédiaire
de Pex5 (récepteur PTS1), de Pex7 (récepteur P062)e Pex19 (récepteur de protéine de
membrane)Schliteret al.,2007)

Les protéines destinées a la matrice et a la memalsant pour la plupart intégrées directement au
peroxysome a partir du cytosol grace au signal PUB® partie de ces protéines serait dirigée vers
le peroxysome indirectement a travers le RE parZRTBorenko & Rachubinski, 2001).e systeme
d'importation des protéines membranaires est dmtinct de celui des protéines matriciel{@atta

& Erdmann, 2007) (Figure 3).es complexes récepteur-protéine vont s'ancrersgud#éines de la
membrane peroxysomale, ce qui induit une transtocat I'intérieur du peroxysome. La protéine est
alors libérée dans la matrice et le récepteur ojitnge recyclé(Hettemaet al., 1999; Brown &
Baker, 2003; Schlitest al.,2007).
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A- Importation des protéines B- Insertion des protéines
matricielles membranaires

1 - Interaction
Protéine-Cargo

E 1 - Reconnaissance

2 - Formation de
complex

5 - Recyclage
des recepteurs

2 - Transport

Cytoplasme

3 - Interaction avec
le complexe recruteur

vvvvvvv

3 - Insertion
de PMP

vvvvvvv

AAAAAAAAAAAAAAAAAA

Peroxysome

4 - Translocation

Figure 3 : Adressage des protéines peroxysomales matricielesytosolique du cytoplasme vers
le peroxysoméMichels et al., 2005)
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3.2 Prolifération peroxysomale

Les peroxysomes sont dynamiques (modification daile et de la forme) et possedent la capacité
de proliférer en réponse a une stimulation intraegtracellulaire(Lazarow, 2003) Il existe trois

mécanismes qui peuvent réeguler le dynamisme desysomes :

- (1) promotion de la division par des mécanismes impliquent Pex11l et/ou des « protéines
dynamine-like » (Schraderet al., 1998; Koch et al.,, 2003) Ces mécanismes sont induits
généralement par des lipidesa I'activation de PPAR chez les cellules humaines par exemple
(Gurvitz & Rottensteiner, 2006)

- (2) inhibition de la divisiorvia la complexation entre ACOX et Pex16p chez lesresMarrowia
lipolytica (Guoet al.,2003)

- (3) contréle métabolique du dynamisme peroxysetftahanget al.,1999)

4 Roéles des peroxysomes

Les peroxysomes possedent environ 50 activités nesizques differentes dou leurs réles
métaboliques essentiels dans le développement ha@amodes organismdggVanders & Waterham,
2006a) ces roles pouvant changer d'un organisme a ue fabmme, plantes, levures, bactéries...)
(Tableau 1)
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_ Mammiféres
Levures Fungi plantes

(Homme)

Métabolisme des peroxydes (Catalase, SC

Métabolisme de ROS/RNS ou! ou! ou! oul
Biosynthése  des lipides  (éthers

phospholipides/plasmalogene; acides biliaire  Non Non Non Oui
cholestérol, élongation des acides gras)

Béta-oxydation (AGTLC....... ) Oui Oui Oui Oui
Alpha-oxydation (acide phytanique) Non Non Non Oui
Régulation du rapport acyl-CoA/CoA Oui Oui Oui Oui
Métabolisme des acides aminés (polyamines  Oui Oui Oui Oui
Catabolisme des purines Non Non Oui Oui
Métabolisme du nicotinate et nicotinamide ? ? ? Oui
Métabolisme du rétinoide ? ? ? Oui
Biosynthése des antibiotiques Non Oui Non Non
Synthese de glycérol ? ? Oui ?
Métabolisme de glyoxylate et dicarboxylate Oui Oui Oui Non

Tableau 1 Les fonctions métaboliques des peroxysortteshrader & Fahimi, 2008)

4.1 Fonctions peroxysomales en relation avec le métabolisme des lipides

La B-oxydation est la voie de dégradation principaleueiverselle des acides gras chez les
mammiféres, les levures, les bactéries ou encerplémtes. Elle a lieu dans les mitochondries st le
peroxysomes (en fonction du nombre de carbonesadss gras) chez les eucaryotes supérieurs et
seulement dans les peroxysomes chez les plantes letvures. Chez les eucaryotesaxydation
peroxysomale des acides gras a tres longue chaGieLC) est incomplete, la phase terminale de ce
processus est assurée par la mitochondrie. Le nséoarest identique dans ces deux organites et
implique une série de quatre réactions succesgiviesont :

(1) déshydrogénation

(2) hydratation

(3) déshydrogénation

(4) clivage thiolytique

17
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A la fin de chaque cycle deoxydation, les acides gras sont raccourcis de déaxes de carbones

qui sont libérés sous la forme d’Acétyl-CoA.

Plusieurs types de substrats sont béta-oxydésle@asoxysome :

a) AGTLC (C> 22 carbones), notamment I'acide hexacosanoiqu&26t0 : ces acides gras ont
des origines exogenes (sources alimentaires) oogenés (élongation a partir d’autres
acides gras (voie majeure chez les mammiféeres))

b) Acide pristanique « 2,6,10,14-tetramethylpentadeicaacid » : cet acide gras branché a
deux origines : (1) exogene (alimentaire); (2) pibde I'a-oxydation de I'acide phytanique

c) Les acides di- et tri-hydroxycholestéanoiques (DHEEAHCA) : ce sont des intermédiaires
dans la synthese des acides biliaires

d) L'acide tétracosahexaénoique (C248) est béta-oxydé dans le peroxysome afin de
produire I'acide docosahexaénoique : DHA ou C2236

e) L’acide dicarboxylique

La B-oxydation des différents substrats dans les peaxgs est présentée dans la Figure 4. L'acide
pristaniqgue exogéne ou endogeéne subit 3 cycleg-aeydation pour donner lieu a 3 produits
(propionyl-CoA (2x), Acetyl-CoA et 4,8-dimethylnonayi-CoA) qui seront transportés dans la
mitochondrie pour une oxydation compléete ¢ H0) (Figure 4 A-B) Les nombres de cycles de
la B-oxydation d’AGTLC (notamment C24:0 et C26:0) santéterminés(Figure 4 C) Les
intermédiaires des acides biliaires (DHCA et THGANt confrontés a un seul cycle flexydation
peroxysomale pour donner lieu a 2 produits finawholoyl-CoA et chenodeoxycholoyl-CoA
respectivemen(Figure 4 D) Ces 2 produits sont par la suite transportés dansytosol pour
terminer la synthese d’acide biliaire. Certainegpés de la biosynthese d’éther de phospholipidies on
lieu uniguement dans les peroxysontEgyure 4 E) Ces substrats doivent étre activés avant leur
entrée dans le peroxysome pour §rexydésvia I'intervention d’enzymes appelées "Very Long
Chain acyl-CoA Synthetases" ou VLESteinberget al, 1999; Watkins & Seifert, 2000; J& al.,
2004) et interagissent avec les transporteurs ABC (Birfdling Cassette) afin de permettre I'entrée
des AGTLC dans le peroxysortidakkaret al.,2006)
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Le Peroxysome
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Figure 4 : Métabolisme des différents substrats fleoxydation peroxysomaléWanders et al.,

2010)
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Les AGTLC doivent d’abord étre convertis en déri@mA (par 'AGTLC-CoA Synthétase) dans le
cytosol, puis transportés dans les peroxysomes yp@tre f-oxydés(Watkins, 1997)Figure 6).ll
est possible que les protéines ALDs importent |6STRCs ou leurs dérivés CoA dans les
peroxysomegAubourg, 2007) Les ALDs sont des « hémi-transporteurs » peraxgax de type
ABC (Visser et al., 2007) Ces hémi-transporteurs ont la capacité de s’hamé&iser ou de
s’hétérodimériser avec un autre transporteur dantalle ABCD (Smithet al., 1999; Tanakat al.,
2002; Guimaraest al., 2004) L'homo ou I'hétérodimérisation entre les diffésetransporteurs
ABCD serait a l'origine des spécificités de sulisted donc du type d'acides gras transportés.

Un cycle deB-oxydation peroxysomale fait intervenir 3 enzymdgdentes(Figure 5).L'Acyl-CoA
oxydase est la premiére de ces enzymes. Elle astd&ée comme étant I'enzyme régulant le flux
"d'entrée" des Acyl-CoA dans la voie de dégradatitile catalyse la réaction qui transforme I'Acyl-
CoA en 2-trans-énoyl-CoA. Chez 'Homme, 2 Acyl-Cox¥ydases ont été identifiees dans le peroxy-
some : la palmitoyl-CoA oxydase pour les AGTLC (AXD et la pristanoyl-CoA oxydase
(ACOX2) qui ne se retrouve que dans le foie espstifique des précurseurs des acides biliaires et
des acides gras branch@aumgartet al.,1996) Deux isoformes de I'ACOX1, issues d'un épissage
alternatif, sont également présentes : ACOX1la eDXb. La spécificité de substrats de TACOX1a
concernerait les AG a chaine moyenne et longuanetaors que I'ACOX1b prendrait en charge les
AGTLC (Oaxaca-Castilleet al, 2007) Les deux étapes suivantes defdaxydation des AG sont
catalysées par une seule enzyme dite bifonctiommell multifonctionnelle : (PBE : "Peroxisomal
Bifunctional Enzyme"). Celle-ci possede a la foie wactivité énoyl-CoA hydratase et une activité 3-
hydroxyacyl-CoA déshydrogenase. La premiere aétiggrmet I'hydratation du 2-trans-énoyl-CoA
en D-3-hydroxyacyl-CoA, puis la seconde réactionue® réaction d'oxydo-réduction permettant la
conversion du D-3-hydroxyacyl-CoA en 3-cétoacyl-C@ez I'Homme, deux protéines bifonction-
nelles distinctes sont présentes : la L-PBE etH4aBE. Elles ont une petite séquence homologue
mais sont structurellement différentes. Chacunesidermes deshydrogene les 2 énantiomeres L et
D du 3-hydroxyacyl-CoA. La derniere étape dgdaxydation peroxysomale consiste a cliver le 3-
cétoacyl-CoA pour libérer une molécule d'Acétyl-Cetdun acide gras raccourci de deux atomes de
carbone. Cette étape est catalysée par les théofesexysomales. Chez 'Homme, 2 enzymes ont
des activités thiolases : la pThl et la SCPx emdlend |'oxydation de I'acide pristanique, deitlac
hydrodésoxycholigue (HDCA) et de l'acide tri-hydyoRolestéanoique (THCA). Ces 4 étapes se
répetent jusqu'a obtention d'un Acyl-CoA a chaimyenne(Hashimoteet al, 2001) (Figure 6)
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Le Peroxysome

VLCFA PRIS D/THCA DCA
Activation | [consH CoASH lcoasH CoASH |
v v v v
VLCFA-CoA PRIS-CoA DITHCA-CoA DCA-CoA
1 I 1 I
Déshydrogénation , , , ,
1 | 1
Hydratation DBP DBP DBP]LBP
v v v i
1 I 1
Déshydrogénation DBP DBP DBP){LBP
v v v v
| | | |
Clivage thiolytique

Figure 5: Enzymologie de Ig-oxydation peroxysomale : changement d’isoformesgmatiques

selon le type de substratgvanders & Waterham, 2006a).

Les Acyl-CoA sont ensuite converties en ester dmitiae par la CAT (Carnitine Acétyl

Transférase) ou par la COT (Carnitine Octanoyl $t@mase), ce qui leur permet d'étre exportés du

peroxysome vers la mitochondrie. Les Acyl-CoA peuvwegalement étre hydrolysées par une Acyl-

CoA thioestérase et étre également expulsées paréganisme qu'il reste a élucid@ianders &

Waterham, 2006aCette Acétyl-CoA aura plusieurs destinées possjlsiotamment sa condensation

a l'acide oxaloacétique pour entrer dans le cyargitique gu'est le cycle de Krebs (mitochondrial)

(Figure 6)
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Figure 6 : p-oxydation peroxysomale : activation des AG dangyoplasme (a)f-oxydation dans
le peroxysome (b), I'acétyl-CoA est transformé eoéwyl-carnitine qui est transporté vers la
mitochondrie pour étrgg-oxydé(Wanders & Waterham, 2006a).
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Les acides gras qui ont un groupement méthyleesaatbone numéro 3 (ex : acide phytanique) ne
peuvent pas étre dégradés par la voigi-dydation. En effet, le groupe méthyle en posit®n
bloque la béta-oxydation. Ces acides gras sont garicharge par une autre voie d’oxydation
exclusivement peroxysomale : afoxydation (Figure 7) L’a-oxydation implique une
décarboxylation oxidative d’acide gras méthylélsurarbone 3 afin de produire un acide gras (n-1)
dont le groupe méthyle est sur le carbor®/2nders & Waterham, 2006a ; Wanders & Waterham,
2006b) L'activation du substrat (forme CoA-ester) a linit dans le cytoplasme grace a « Long-
Chain Acyl-CoA synthetase » qui se situe du cotésnlique du peroxysom@Vatkinset al., 1996 ;
Miyazawaet al.,1985) soit dans le peroxysome grace a « Very Long-ChAayl-CoA synthetase »
(protéine periphérique peroxysomale contenant uS2p{Steinberget al, 1999) L’ a-oxydation
nécessite I'intervention de 3 enzymes différentély phytanoyl-CoA 2-hydroxylase dont le réle est
de convertir le phytanoyl-CoA en 2-Hydroxyphytan@dA; (2) 2-Hydroxyphytanoyl-CoA lyase
dont le role est de transformer 2-Hydroxyphytan@glA en pristanal et formyl-CoA; (3) Pristanal-
dehydrogenase dont le réle est de transformeris¢éapal en acide pristanique. L’'acide pristanique
ainsi obtenu sera activé et métabolisé par la da@e3-oxydation peroxysomaléWanders &
Waterham HR, 2006a; Wanders & Waterham HR, 20Q06b)
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Figure 7 : Voie da-oxydation de I'acide phytanique et différentes gnzes impliquéegSteinberg
et al., 1999)
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La synthese d’éthers des phospholipides (plasmiaésjéest I'un des roles métaboliques majeurs du
peroxysome. La biosynthése de plasmalogene a dies l@ peroxysome (les deux premiéeres étapes)
puis dans le RE. Dans le peroxysome, la premiéapeétonsiste a estérifier le dihydroxyacétone
phosphate (DHAP) avec un acyl-coA a longue chaféeega I'enzyme dihydroxyacétone phosphate
acyltransférase (DHAP-AT). La deuxieme étape tr@amsé I'acyl-DHAP en alkyl-DHAP grace a
'enzyme alkyl-dihydroxyacétone phosphate synt{@deHAP-S) (Brites et al.,2004) Les DHAP-

AT et ADHAP-S sont exclusivement peroxysoma(&ngh et al., 1993; Gitshanet al., 1989;
Hardeman & Van den Bosch, 1989)es plasmalogenes constituent une classe pagtieutie
glycérophospholipides membranaires particulieremambndants dans la substance blanche au
niveau du cerveau, des reins et des testicule®rfl@ae plasményl éthanolamine), alors que dans le
coeur et les muscles squelettiques, la forme plagncéoline prédominéBrites et al, 2004; Brites

et al., 2009) Les macrophages et les neutrophiles contienmantplus des plasmalogénes, des
guantités importantes d’éther de phospholipidagréatde plamanyl-choline utilisée pour la synthése
du facteur d'activation plaquettaire (Platelet-dating Factor ou PAFJWanders & Waterham,
2006a) La myéline est riche en éthanolamine plasmalag€RéE-plasmalogen(Figure 8) Les
fonctions des plasmalogénes seraient liées a taiviéd chimique particuliere de leur fonction éthe
vinylique (Gorgaset al., 2006) lls semblent jouer des rdles dans la dynamiquenlmn@naire, la
signalisation cellulaire, le métabolisme et le s@ort du cholestérol, la lutte contre les oxydanie
métabolisme des acides gras polyinsaturés (A@®Pdgan & Zoeller, 2001; Zoellest al., 1988;
Gaposchkin & Zoeller, 1999; Zoellet al, 1999; Maeba & Ueta, 2003a; Maeba R & Ueta N, Q03
Kuczynski & Reo, 2006)Les plasmalogénes pourraient aussi interveniis danmigration des
cellules neuronales dans l'adrenoleucodystrophée la I'X (X-ALD) (Brites et al., 2009).
L'importance des plasmalogénes a été révélée padiféérentes maladies métaboliques ou la
biosynthése de plasmalogenes est déficiente (syredde Zellweger, maladie d’Alzheimer, ceroid-
lipofuscinosis neuronal...jSchrakampet al, 1985; Hanet al., 2001; Kohlschutteet al., 1993;
Granier et al., 2000). Néanmoins, 2 maladies sont provoquées directemaniapdéficience en
DHAP-AT et ADHAP-S a savoir la chondrodysplasiezdimélique ponctuée de type 2 et 3 (RCDP2
et RCDP3)Wanders & Waterham, 2006H)a concentration de plasmalogene augmente rajgidiem
au cours de la myélinisation, I'éthanolamine et Igiycérophospholipides de la myéline
correspondent a 70% de plasmalogéesidy & Horrocks, 1982)
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Figure 8 : Structure d’'un plasmalogéne
R1 =C16:0, C18:0 ou C18:1 ; R2 = PUFA ; Head grougthanolamine ou choline dans les
plasmalogénes, Choline dans le P&orgaset al.,2006).
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4.2 Autres fonctions métaboliques

Les peroxysomes jouent d’autres rbles métaboligresntervenant dans la synthése de l'acide
docosahéxaénoique (DHA), les acides biliaires stieigcotrienes.

L’acide docosahexaénoique (DHA) est un constitmaajeur d’AGPI de la membrane des cellules
neuronales et rétiniennes. Il est nécessaire pourom développement de la rétine et du systeme
nerveux central (SNC)Juesnet & Alessandri, 2010)e déficit en DHA perturbe la composition
lipidique de la membrane et donc les fonctionsat#socytes au niveau du SNChampeil-Potokar

et al., 2004) Le DHA est synthétisé dans I'organisme a pamis grécurseurs essentiels (aade
linolénique C18:3n-3) apportés par l'alimentationdine végétalelAlessandriet al., 2004) La
formation de DHA fait intervenir une successionddsaturations et d’élongatio(isigure 9) qui se
déroulent principalement dans le foie, le musclem@me le tissu adipelAlessandriet al, 2009)

Le DHA est synthétisé a partir de I'aciddinoléique par 2 étapes : la conversion de C183m
C20:5n-3 (acide eicosapentaénoique) puis en C22facide docosapentaénoique) et enfin C24:5n-
3 dans le RE. La deuxieme étape consiste enpemeydation peroxysomale d’un seul cycle de
C24:6n-3 en C22:6n-3 (DHA)(Ferdinandusseet al., 2001) Cette étape deB-oxydation
peroxysomale nécessite I'intervention d’ACOX1, DEBPKetoacyl-CoA thiolase et SCPx. La chute
de la teneur en DHA dans les membranes du SNC asigmagne d’importantes perturbations
fonctionnelles affectant la vision et les capacidéapprentissagéAlessandriet al., 2004) Dans
certaines maladies neurodégénératives (syndronzeltigeger....), on constate une absence quasi-
totale de DHA(Ferdinandusset al.,2001)
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Figure 9 : Synthése de DHA : DHA est synthétisé a partir teeide a-linoléique par deux étapes
dans le RE puis dans le peroxysontee(dinandusse et al., 2001)
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Le cholestérol est converti en acide biliaire pas dvoies multiples qui impliquent différentes
enzymes hépatiques. La synthese d’acide biliaie jon réle important dans I'homéostasie du
cholestérol(Russel, 2003)La p-oxydation peroxysomale est nécessaire pour lsfivamation de
I'acide bilaire intermédiaire C27 en acide biliamature C24Ferdinandusse & Houten, 200@hez

les patients atteints du syndrome de Zellweger,amcemulation de cet intermédiaire a été identifiee
(Hansonet al., 1979) Les intermédiaires (DHCA et THCA) sont métabdistans le peroxysome
(un seul cycle de3-oxydation). Dans la derniére étape de synthésepteduits de-oxydation
peroxysomale sont conjugués avec la taurine olytang. Aprés la conjugaison avec ces 2 acides
aminés, ces produits sont exportés dans le cytoglam des transporteurs non encore identifiés et

sont ensuite stockés dans la vésicule biligierdinandusse & Houten, 2006)

Les leucotrienes (LTs) sont des médiateurs lipiegwbtenus apres oxydation de l'acide
arachidonique par la 5-lipoxygénase. C’est uneselates lipides de la famille des écosanoides
(Hammarstrom, 1983; Lewis & Austen, 1984; Samuelstal.,1987; Salaet al.,2010) Il existe 2
classes de LTs : (1) les leucotriénesed B, (LTA4 et LTBy) qui jouent un réle chimiotactique pour
les leucocytegFord-Hutchinson, 1985)(2) et les cystéinyl leucotrienes,®,, E; (LTCy4, LTDy,
LTE4) qui jouent un rble important dans l'augmentatide la permeéabilité vasculaire et la
contraction des fibres musculaires lisgdgirphy, 1979; Hammarstrom, 1983; Lewis & Austen,
1984; Samuelssoet al.,1987) En fonction du role des LTs dans diverses sibuatphysiologiques,
leur inactivation et dégradation sont majeyresppleret al, 1989; Ford-Hutchinson, 1989)

Le foie représente I'organe principal pour la cémba I'inactivation, et I'élimination biliaire ddsTs

et de leurs métabolites. L'inactivation des LTs aiEnuée parw-oxydation et p-oxydation
peroxysomale a partir de la partieterminale de LTB, LTE,4, et N-acetyl-LTE (Keppleret al.,
1992) Les LTG et le LTD, sont instables et sont convertis immédiatementTdey. Le N-acétyl-
LTE, est métabolisé uniguement dans le peroxysome ailmrde LTB, est métabolisé a la fois dans
le peroxysome et dans la mitochondfigedlitschky et al., 1991) Dans certaines maladies
peroxysomales (syndrome de Zellweger....), le tauk Tk est important et notamment le LJ&ui

est une des substances chimiotactiques les plasgniegMayatepeket al.,1993; Johanssoet al.,
2010) Le LTE, est capable d’activer PPARet provoque la génération de la prostaglandine D2
(Paruchuriet al.,2008) Le LTB,est un agoniste endogene de PBARaralaet al.,2010)
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4.3 Fonctions de détoxication (catalase — oxydase)

Le métabolisme des especes réactives de I'oxygerteRD (synthése et dégradation) est I'un des
réles métaboliques majeurs du peroxysdiraleau 2) De Duve fut le premier en 1966 a isoler le
peroxysome et a découvrir gqu'’il contient a la fleis oxydases qui générent le peroxyde d’hydrogene
et la catalase qui le dégraggrhrader & Fahimi, 2004)

Enzymes de production des

. Substrat Produits
D-amino oxydase D-amino acide H.0,
Urate oxydase Acide urique H.0,
Xanthine oxydase Xanthine H.0,

Acyl-CoA oxydase Acide gras H,0;; O.°
NO synthase L-arginine NO

Catalase H20; H.O + % Q
Cu/Zn SOD Oy H20,

Epoxyde hydrolase Epoxydes
Glutathion peroxydase H20, H,O+ Y% Q

Tableau 2: principales enzymes peroxysomales impliqguées dargggradation ou la synthese des
ERO (Angermuller et al., 2009; Schrader & Fahimi, 200&chrader & Fahimi, 2006).

Le peroxyde d'hydrogéne £8,) est produit par un certain nombre d'oxydasesxysmmales qui
ont des substrats vari€Bableau 2)La -oxydation peroxysomale est la voie de producti@jenre
d’'H.0, (Schrader & Fahimi, 2004).origine peroxysomale de 4@, constitue 35% de la totalité du
H,O, produit dans le foie de réBoveriset al.,1972) Les différentes réactions de production ou de
dégradation des ERO dans le peroxysome sont péeserdans laFigure 10 Le peroxyde
d'hydrogéne est décomposé par la catalase etthitlghn-peroxydase (GPx) ou converti en radicaux
hydroxyles (OH). Ces radicaux hydroxyles peuvent endommager lmbrene peroxisomale par
peroxydation des acides gras insaturés. Les hyrwpdes (R-OOH) formés dans ce processus
peuvent étre décomposés par la catalase et latlgbngeroxydase. Certaines oxydases
peroxysomales produisent un autre type d’ERO, le®na superoxydes ¢). Ces anions

superoxydes peuvent étre éliminés par le superoxjsi®utase de manganese (MnSOD) ou de
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cuivre-zinc (CuZnSOD). La NO synthase (NOS) camligsproduction de monoxyde d’azote (NO)
via l'oxydation de la L-arginine (L-Arg). Le NO ainfarmé est capable de réagir avec les anions
superoxydes pour former un oxydant puissant, lesxgaitrites ONOQO) (Schrader & Fahimi,
2004; Schrader & Fahimi, 20Q6Une surproduction de la NO synthase inductibMO®) peut
provoquer une diminution de I'expression de la leata et favoriser la formation des peroxynitrites
(Stolz etal., 2002) H,O, et NO peuvent traverser la membrane peroxysonigbeier un role dans la
signalisation cellulaire. Peroxiredoxin 1 et PMP&ht impliqués dans la dégradation dgO§
Mpv1l7 et M-LP sont impliqués dans le regulationndétabolisme peroxisomal d’ER@chrader &
Fahimi, 2006).

u-lzr
I Metabolites

Cu,Zn
S0D cytoplasm

¥ Metal®* L-Arg
ot |
x0x) [ Nos

GPx MnSOD
; n
- "OH HaOy e
i Metal® CuZnsS0D
¥ _ l |
HaO + Oz ; Ca
#  hydro- = é‘:l.ise e lydroxides

§ peroxides _
: Peroxiredoxin 1
: P20

H:0 + 0;

Figure 10 : Enzymes peroxysomales impliquées dans 'hnoméostdes ER(Schrader & Fahimi,
2006).

Puisque le peroxysome est un organite dynamiqueaugmentation de la quantité d’oxygene peut
provoquer une augmentation modérée de la densiths etolume des peroxysomes ainsi qu’une
activité enzymatique plus importante pour les ereymmpliquées dans I'élimination d’ERO. Des

cellules ovariennes de hamster CHO exposees awvimenement de 99 % d’'oxygene montrent un
doublement du volume des peroxysomes et une augtian{x 4) de I'expression des enzymes anti-
oxydantes (catalase, glutathion peroxydase et C@8MDs)(Van der Valket al.,1985)
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4.4 Peroxysome et systéme nerveux central

Dans les maladies peroxysomales liées a la biogemes des mutations de protéine peroxysomale,
plusieurs organes sont plus ou moins impliqgués(faéin, moelle osseuse, yeux,...). Le SNC est
aussi souvent tres affedf€ableau 3)ce qui met en évidence I'importance de cetterwlia pour le
bon fonctionnement du SNBaes & Aubourg, 2009; Powers & Moser, 1998)

Maladies . Ge_ne§ Fonction de la protéine
impliqués
Maladies de biogenése de
peroxysome
Syndrome de zellweger 12 EE))&()pas Importation de %r_?tsellnoeus l[JJr?rF(’)?észomales avec un
RCD type 1 PEX7 Importation des protéines peroxysomales un PTS2
Syntheése d'éthers des lipides
(plasmalogénes)
RCDP type lI GNPAT Synthése d'éthers de lipide
RCDP type llI AGPS Synthése d'éthers de lipide
Maladies de la B-oxydation
peroxysomale
X-ALD ABCD1 Transport d'acyl-CoA
Déficience en ACOX ACOX1 B-oxydation d'AGTLCs saturés
Déficience en racémase AMACR B-oxydation d'AGTLCs branchés
Déficience en MFP2/D-BP HSD17b4 B-oxydation d'AGTLCs saturés et branchés
Maladies de I'alpha -oxydation
peroxysomale
maladie de Refsum PHYH/PAHX Dégradation d'acide phytanique

Tableau 3 :Maladies peroxysomales avec des pathologies agauvdu SNC(Baes & Aubourg,
2009).

Les peroxysomes sont présents dans toutes lesleseltiu SNC (gliales ou neurones). Des

différences d’abondance des peroxysomes ont é&déesy entre les différentes régions cérébrales et
les differents types cellulaires du SNC. Les agtex sont les plus riches en peroxysomes
(Ahlemeyeret al.,2007) Dans le cerveau de souris, 'abondance des pgooxgs diminue de moitié

au cours du développement post-n@dillemeyeret al.,2007).

Le métabolisme peroxysomal est essentiel pour ueldgpement normal du cerveau chez la souris
et chez 'HommeHulshagenet al., 2008) Afin d’étudier le role joué par le peroxysome slda
migration neuronale, des modeles animaux déficientgeroxysomes ont été élaborés : souris Pex5
" (Baeset al.,1997)et souris Pex2 (Faust & Hatten, 1997).
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Chez les souris PeX5 I'analyse du néocortex a indiqué que la migragibla maturation neuronale
sont altérées et que la mort apoptotique des nesarest importantéBaeset al.,1997) Dans le SNC
des souris nouveau-nées PExZl y a une stratification désordonnée dans leexocérébral et une
densité accrue de cellules dans la matiere blafichdamentale, indiquant une anomalie de
migration neuronaléFaust & Hatten, 1997 es études sur le modele de souris mimant ladiela
de Zellweger (Pex?) démontrent que les défauts dans la migration amele, la prolifération
neuronale, la différenciation et survie neuronale reveau du SNC peuvent contribuer a des
malformations au cours du développem@taustet al., 2005) Par l'utilisation des souris Pe%%t
aprés une restauration sélective de I'expressiorPele5” dans le SNC et dans un autre tissu
extraneuronal, Janssen et ses collaborat@arssseret al., 2003) ont montré que le métabolisme
peroxysomal dans le cerveau, mais aussi dans sss textraneuronaux (foie), peut affecter le
processus de migration neuronale dans le néocdtesouris. Ces observations ont été confortées
par Krysko et collaborateuf&rysko et al., 2007) L’accumulation des AGTLC et la déplétion en
plasmalogene et en DHA provoquent une perturbatéela migration neuronale aussi observée dans
les maladies peroxysomal@snssewet al.,2003)

Parmi les différents types cellulaires du cervdaligodendrocyte a la plus grande capacité a
détoxifier les ERO (Hirrlinger et al., 2002) Les peroxysomes sont abondants dans les
oligodendrocytes au cours de la myélinisa{iddamoet al., 1986) Afin de déterminer le rble joué
par les peroxysomes dans les oligodendrocytes,sdads CNPase-Pex3KO ont été réalisées
(Kassmaret al.,2007) La CNPase est une enzyme exprimée dans les ehdoocytes immatures et
matures. Ces souris sont caractérisées par unévatan seélective des peroxysomes dans les
oligodendrocytes. Elles montrent une accumulatié@Gd LCs et une diminution de la synthése de
plasmalogéne (80%) dans la myéline purifiée. Lag thacides gras accumulés sont équivalents aux
taux observés dans les lysats du cerveau des stgfitsentes en Abcdl (x4Kobayashiet al.,
1997) ce qui indigue que les peroxysomes oligodendaa®s sont largement responsables de la
dégradation des AGTLCs dans le cerveau. A I'agd aeois, ces souris présentent des anomalies
comportementales et de troubles neurologiques.déngyélinisation progressive au niveau du SNC
est observée tardivement (a partir de 6 mois) cleszsouris au niveau du corps calleux, alors que
des signes de perturbation de transport axonaflégoant axonal) ont été identifiés précocement. Ce
phénomene n’est pas accompagné par une mort aellules oligodendrocytes. L’incapacité des
oligodendrocytes déficients en Pex5 a maintemitdrité axonale, méme avant une démyélinisation
visible, indique une fonction critique des peroxy®s des oligodendrocytes comme un support de
l'intégrité axonalg Kassmaret al.,2007) Chez ces souris, un phénomene de gliose a éévebsu

niveau du SNQia I'activation des macrophages et des astrocytestaméme la démyeélinisation et
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la perte des axones. A partir de 4 mois, ces squésentent une augmentation importante des
facteurs pro-inflammatoires et chemo-attractants lg;mphocytes (MIPL; MCP-1; TNF-a; IL-
10...). L'expression de ces facteurs pro-inflammatogstsuivi par une infiltration de monocytes,
des lymphocytes B et T (notamment CD8+). Cetteastuchontré I'importance des peroxysomes des
oligodendrocytes dans la neuroprotection des axeheans le maintien d’'un environnement non-

inflammatoire au niveau du SN&assmaret al.,2007)

Un autre modéle Nestin-Pex5 a été élaboré. Damaamele, I'inactivation du peroxysome a lieu
dans les astrocytes, les neurones et les oligodeytés (Hulshagenet al., 2008) L'initiation de
neurodégénération de ces souris est plus préa@geogression est plus rapide. Ces souris meurent
au bout du 6 moigHulshageret al.,2008)alors que les sourSGNPase-Pexmeurent au bout de 12
mois (Kassmaret al., 2007) Ces observations indiquent I'importance des pgomes des autres
cellules gliales dans la formation et la stabitig¢ la myéline autour des axo(tsulshagenret al.,
2008) Dans ces deux modeles, les peroxysomes fonctonsent absents au cours de la
différenciation et dans la période active de mysdition (10-20 jours post-natalaes & Aubourg,
2009) L'absence du peroxysome dans les oligodendrocygdss empéche pas de différencier. Chez
les sourisCNPase-Pex5la formation et la maintenance de la myélinenesimale jusqu’a I'age de
deux mois ce qui indique que les peroxysomes né @@ pré-requis pour la myélinisation. Ceci
peut étre expliqué par le fait que les autres Edldu SNC ont des peroxysomes intg&ses &
Aubourg, 2009) Par contre, une fois la myélinisation terminée,métabolisme du peroxysome
oligodendrocytaire semble crucial pour préserverbeones et assurer le maintien de I'intégritéade |
myeéline (Baes & Aubourg, 2009)L’absence de peroxysomes fonctionnels dans lasones des
sourisNEX-Pex5et les astrocytes dans les so@BIBAP-Pex5ne provoque pas une dégénérescence
axonale ou comportementale chez les souris avage kle 20 mois (tardivemeriBottelbergset al.,
2010) Ceci indique que les fonctions des peroxysomgs@gaires et neuronaux sont mineures par
rapport a ceux des oligodendrocytes pour le mairdes axones et de la myélifizaes & Aubourg,
2009; Bottelbergst al.,2010)
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Le peroxysome assure la dégradation de certainsanoides (leucotrienef)iczfalusy, 1994)qui
sont des meédiateurs lipidiques importants de Himination. Ces médiateurs jouent le rble de
chemo-attractants des lymphocyt@gzink, 2001) Ces éicosanoides s’accumulent dans le cas de
dysfonctionnement primaire ou secondaire du pemxgs L’'accumulation des leucotrienes a été
confirmée dans les hépatocytes de patients sotfttansyndrome de ZellwegdMayatepek &
Tiepelmann, 1996)ou encore dans le liquide céphalorachidien deemist atteints d’X-ALD d’une
facon indépendante de la phase de la mal(atbgatepek & Tiepelmann, 20Q3)

Par ailleurs, la myéline est composée de 70% deebpdont la moitié sont des phospholipides. Ces
phospholipides peuvent étre dégradés par la phbppke A qui libere I'acide arachidonique et des
lysophospholipides (susbtances démyélinisantesuite le métabolisme de 'acide arachidonique
donne des écoisanoides (médiateurs d’inflammatibans un cerveau intact, ces produits sont
directement éliminés et ne dépassent pas un cegail(Farooquiet al.,2007)

Il est possible que la perturbation du métabolisipidique dans les oligodendrocytes de maladies
peroxysomales puisse diminuer le catabolisme desaéoides, ce qui provoque leur accumulation
dans le SNQKassmann & Nave, 2008Kassmann et Nave ont proposé un modeéle qui pburra
expliquer I'implication des peroxysomes oligoderayttaires dans la demyelinisation inflammatoire
(Figure 11) A partir d'un certain seuil, les médiateurs ligices d’inflammation s’accumuleraient
dans le SNC, activeraient la microglie, et provagient une infiltration de leucocytes dans le SNC,
ce qui conduirait a une démyélinisation inflammiaau SNC. Ces attaques inflammatoires du SNC
pourraient perturber le métabolisme lipidique degyodendrocytes, et ainsi amplifier la

démyélinisation(Kassmann & Nave, 2008)
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Figure 11 : Modele hypothétique du réle des peroxysomes olgutfocytaires dans la
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2008).
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5 Interaction du peroxysome avec d’autres organelles

La communication et les interactions inter-orgagllsont nécessaires. Les peroxysomes
interagissent avec plusieurs organelles essemtieiie avec la mitochondrie et le réticulum
endoplasmique, mais aussi avec les organellesodkagfe de lipides (ladiposomes.(Qoodmanret

al., 2008)ou avec les autophagosomes et les lysos@&asiet al.,2006)

5.1 Interaction peroxysome - mitochondrie

La mitochondrie et le peroxysome sont deux orgeselkessentielles pour les cellules des
mammiféres. Bien que des différences évidentesegnisntre ces deux organelles, ceux-ci montrent
des similitudes morphologiques et fonctionnellegt@holisme des AG, ERO..). Ces organelles
fortement dynamiques partagent certains composaetsieurs machines de division. Les
mitochondries et les peroxysomes sont des organakaboliquement liéep-pxydation des acides
gras) qui cooperent et communiquéBthrader & Yoon, 2007)Dans la voie de I§-oxydation,
I'ester de l'acylcarnitine transporte les métalaslitle IgB-oxydation peroxysomale du peroxysome
vers la mitochondrie. L’ATP synthétisé dans la mitondrie est transporté dans le peroxysome pour
générer l'acyl-CoA a chaine moyenri8€chrader & Yoon, 2007)Plus récemment, une voie
vésiculaire de transport des mitochondries auxxysames a été identifiée. Les vésicules dérivées
de la mitochondrie (MDVs pour « Mitochondria-derdveesicles ») contiennent une protéine qui a
un domaine RING et qui est considérée comme urtéipeomitochondriale d’ancrage (MAPL pour
mitochondria-anchored protein ligase). Ces vésicyleuvent fusionner avec les peroxysomes
(Neuspiel et al., 2008) Les MDVs peuvent étre produites par les mitochi@sdsuite a une
surexpression de MAPL, mais leur biogenése estpem#ante de MAPL ou de la DRP1
(« Dynamin-related Protein 1 ») qui est un factderfission commun entre la mitochondrie et le
peroxysome. Ces nouvelles vésicules pourraientig@ipdiquées dans le transport de protéines, de
lipides ou de métabolites des mitochondries vepelexysomgThomset al., 2009) Schumann et
Subramani ont proposé un modeéle récapitulant I#éreintes voies d’échanges des métabolites,
protéines ou lipides entre la mitochondrie et Ieopgsome(Schumann & Subramani, 2008) (Figure
12).

PPARx est un activateur des facteurs de transcriptiopligués dans I'expression des certaines
enzymes de I§-oxydation peroxysomale et mitochondriale et dangrblifération peroxysomale.
Certains ligands pharmacologiques de PBRARIJuisent la prolifération des peroxysomes etale |

mitochondrie chez les rongeyiBhomset al.,2009) Certains facteurs de fission sont partagés entre
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les mitochondries et les peroxysomes. DRP1 (Dnndz da levure) et Fisl sont des facteurs
moléculaires qui reglent la fission des deux orasells sont localisés dans les mitochondridsst
peroxysomes. L'adressage de Fisl aux membranesygernales ou mitochondriales semble suivre
des mécanismes indépendants, mais il pourrait iy ame concurrence entre les mitochondries et les
peroxysomes pour DRP1 et Fidhomset al.,2009)

Chez les souris déficientes en Pex5, I'absence gemoxysome fonctionnel est associé a une
formation des mitochondries avec des altérationsasitucturales et fonctionnelles séveres
(Baumgartet al.,2001)
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Figure 12 : Echange entre peroxysome et mitochondfg&humann & Subramani, 2008).

Le transfert des métabolites ou des cofacteursedat compartiments peut se produire par diffusion
ou par des transporteurs sans exiger le contacsjgioee ou par des mécanismes qui impliquent le
transport par des vésicules. Des métabolites pdudtea échangés entre ces compartiments par la
diffusion ou par des détachements de vésiculeshutalriales.
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5.2 Interaction peroxysome - réticulum endoplasmique

hY

Certaines études suggérent que le réticulum ensiopae (RE) contribue a la formation des
peroxysomes, en particulier en donnant les lipidésessaires a la formation de la membrane
peroxysomale. De ce fait, certains classent lesxysomes comme une organelle issue du RE
(Novikoff & Shin, 1964; Titorenko & Rachubinski, 29; Mullen et al., 2001; Hoepfneret al,
2005)

Chez les levures, certaines peroxines comme PexZ3, Pex16 atteignent le peroxysome aprés
passage par le RE. Les peroxysomes dérivent duiden mécanisme qui est dépendant de Pex19
(Hoepfneret al., 2005) Chez 'lhomme, Pex16 atteint aussi le peroxysemade RE (Kim et al.,
2006) Dans les hépatocytes dépourvus de peroxysomegrolifération de RE a été observée ainsi
gu’une surexpression de cytochrome P450 (enzymedBYRDirkx et al.,2005)
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Ill Maladies peroxysomales

Les maladies peroxysomales constituent une famhdlenaladies héréditaires rares mais séveres. On
distingue deux groupes de maladies peroxysom@lesiders & Waterham, 2006b)
» Les maladies liées a la biogenese du peroxysomer@ye de Zellweger, RCDPL1...).
» Les maladies liées a une mono ou multi-déficiemieeprotéines peroxysomales, parmi
lesquelles figurent I'X-ALD et la P-NALD.

1 L’adrénoleucodystrophie liée au chromosome X (X-ALD)

Le premier cas de patient atteint d’X-ALD a étériéen 1910 par Haberfeld et Spielgvoser,
1997) Ce n’est qu’'en 1970 que Blaw donna le nom d’Adtéacodystrophie a cette maladie :
Adréno pour glande surrénale, leuco pour la substémanche du systeme nerveux qui est atteint

lors de la maladie et dystrophie signifiant cramgaou développement anornfigloser, 1997)

1.1 Origine génétique de I’X-ALD et transporteurs ABCDs

L’X-ALD (OMIM 300100) (Berger & Gartner, 2006)a plus fréequente des maladies peroxysomales
(1/17000), est une maladie génétique rare a trassoni autosomique récessive. Elle touche
essentiellement les enfants de sexe masduMALD a pour origine une ou plusieurs mutations d
géne ABCDJ, localisé sur le chromosome X au niveau du locB8. dCe gene code pour un
hémitransporteur ABC (ATP-binding cassette) de dassfamille D localisé au niveau de la
membrane peroxysomale, I'ALDP (Adrenoleukodystrophtein) (Mosseret al, 1993) ABCD1

est un gene de 19,9 Kb qui contient 10 exons et podr ’ALDP comprenant 745 acides aminés et
dont le poids moléculaire est de 75 KDa. L'ALDP tient six domaines transmembranaires. La
partie NH terminale qui fixe un ATP est intra-peroxysomalece jour, 1096 mutations du gene
codant pour I'ALDP ont été identifiees conduisaansl la plupart des cas a une absence de cette
protéine (www.X-ALD.nl). Actuellement, aucune relation génotype-phénotgfee été mise en
évidence chez les malades atteints d’X-A(Inithet al.,1999)

La famille de transporteurs ABCD est constituéeldemi-transporteurs dont 3 (ABCD1, ABCD2,

ABCD3) sont peroxysomau@emp & Wanders, 20078t dont le quatrieme a été localisé dans le
réticulum endoplasmiqugashiwayamaet al.,2009)
- ABCD2 code pour une protéine nommée Adrenoleucoolyy related Protein (ALDRP)
présentant 66% d’identité avec I'’ALDP.
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- ABCD3 code pour une protéine de 70 kDa nommée PMirg€entant 49% d’homologie
avec ABCD1.

Ces hémi-transporteurs sont synthétisés dans tesaypuis transportés dans le peroxyswiaela
protéine PEX19(Halbach et al., 2005) Un transporteur ABCD est constitué de deux hémi-
transporteurs : ALDP (ABCD1) peut s’homodimérisarshétérodimériser en s’associant soit avec
ALDRP (ABCD2) ou PMP70 (ABCD3) pour constituer urartsporteur fonctionne(Berger &
Gartner, 2006).Au niveau du systéme nerveux central, ALDP estostirexprimée par les
oligodendrocytes, les astrocytes et les cellulato#nliales; elle est faiblement exprimée par les

neuronegFerreret al.,2010)

1.2 Fonctions biochimiques du transporteur ALDP

L’ALDP est un hémi-transporteur potentiel des AGT((@>22) - activés sous forme d’AGTLC-CoA

— du cytosol a lintérieur du peroxysonfiiemp & Wanders, 2010; Van roermured al., 2008;
Ofman et al.,, 2010) La déficience en ALDP conduit a une diminution ke p-oxydation
peroxysomale des AGTLC et a une synthese accruesieerniergKemp et al., 2005) avec pour
conséguence une accumulation plasmatique et tissudas AGTLC saturés (acide lignocérique
(C24:0); acide cérotique (C26:0)) et mono-insat&26:1) en particulier dans la substance blanche
du cerveau, les testicules et le cortex surréndlBarger & Gartner, 2006)Cette accumulation
d’AGTLC conduit a une augmentation du rapport CZB22:0 qui constitue aussi un critere de
caractérisation de I'X-ALD. Les AGTLC s'accumulersous forme d’esters de cholestérol,
s’integrent dans les phospholipides ou les gangkss Au niveau du SNC, les AGTLC
s’accumulent dans la myéline, notamment en intesagit avec la Protéolipide Protéine (PLP), mais
aussi en s’intégrant dans les phosphatidylcholaidgsophosphatidylcholines du cerve@dgarashi

et al.,1976; Kemp & Wanders, 2010; Fergdral.,2010; Singh & Pujol, 2010)

Dans l'organisme, ces AGTLC ont deux origines 1luree alimentaire (source mineure), 2)
élongation des AG a moyenne chaine dans I'organ{smgrce majeureKemp & Wanders, 2010).
Kemp et al ont montré que I'élongation d’AGTLC dans les fiblastes des patients atteints d’X-
ALD est augmenté¢Kemp et al., 2005) Les C24:0 et C26:0 sont synthétisés par une io@act
d’élongation a deux étapes : la premiére consisggnéhétiser des C18:0-C22:0 grace a I'élongase
ELOVL6 (Elongation of Very-Long Chain Fatty Acidsla seconde consiste a synthétiser les C24:0
et C26:0 a partir des produits de la premiére égapee a I'élongase ELOMOfmanet al.,2010)
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1.3 Formes cliniques de I’X-ALD

L'X-ALD est une pathologie neuro-métabolique inflamatoire. L'X-ALD provoque une
dégénérescence progressive du SNC ou du SNP. Aeawi¢linique, une grande variabilité
phénotypique a été observée. Il existe 2 phénotgpegiues principaux : 1) la forme cérébrale
infantile (35% de cas) ou CCALD, caractérisée paa démyelinisation inflammatoire progressive
du systeme nerveux central qui se manifeste en¢teB4ans ; 2) I'adrénomyéloneuropathie (AMN),
démyélinisation périphérique non inflammatoire, sglimanifeste a 'dge adulte par une paralysie de
degré variable mais évolue vers une paraplégietignaset mauvais des membres inférieurs
représentant environ 45% des cas. 70% des pa#taists de I'X-ALD développe une insuffisance
adrénocorticale précoce méme avant I'apparition pfesier symptomes neurologiques. Certains
parmi ces patients ne développent jamais des sige@wologiques, juste une atteinte des glandes
corticosurrénales, connus sous le nom de maladiédison (atteinte des glandes corticosurrénales)
constituant 10-20% des céBergeret al., 2010). Néanmoins, d’autres formes moins fréquentes
existent(Berger & Gartner, 2006; Aubourg, 2007) (Tableau 4)

Formes cliniques d’adrénoleucodystrophies liées athromosome X
Chez 'lhomme - Formes cérébrales démyélinisantes inflammatdCEALD ; 5-12 ans)
- Formes cérébrales démyélinisantes non inflammestdACALD ; 10-15 ans)
- Adrénomyéloneuropathie (AMN ; 20-60 ans)
- Adrénomyéloneuropathie compliquée d'une attea@etbrale démyélinisante
inflammatoire (AMN ; 20-45 ans)
- Insuffisance surrénale périphérique (maladie di&dn ; 5-40 ans)

- Insuffisance gonadotrope (testiculaire) : > 28 an

Chez la femme - Adrénomyéloneuropathie (AMN)

Tableau 4 :Différentes formes cliniques d’X-ALD.

L’absence d’'une relation génotype-phénotype apparsnggere l'intervention de différents géenes
modificateurs et/ou de facteurs environnementauX¥migénétiques dans I'évolution clinique de la
maladie(Dubois-Dalcget al., 1999; Moseret al.,2004) Parmi les facteurs pouvant contribuer au
déclenchement de I’X-ALD figurent des infectionsales, qui peuvent initier I'inflammation dans le
SNC, d’autres transporteurs ABCI[Berger & Gartner, 2006)Je niveau de plasmalogéfrites et

al., 2009)et les traumatismes cranigiigaymondet al.,2010)
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1.4 Caractérisation des lésions d’X-ALD

La forme la plus sévere de I'’X-ALD est la formeanfile qui se caractérise par un phénomene de
démyélinisation inflammatoire. La myéline, synteég par les oligodendrocytes, est un complexe
lipoprotéique composé de 70% de lipides et 30%rdemes. La myéline sert a protéger les axones
et a les isoler électriguement, permettant aindddane conduction de I'influx nerveux. Dans le
processus inflammatoire, au niveau des lésionsplmerve une augmentation de I'expression de
cytokines inflammatoires (notamment de ToN&t IL-18), de NO synthase inductible (iNOS) et une
accumulation d’especes réactives de I'oxygene (E®@e monoxyde d’'azote (NQPowerset al.,
1992; Vargast al.,2004) L'accumulation d’AGTLC dans le cerveau de paseatteints d’X-ALD
provogue aussi I'accumulation de certains médiatdiinflammation comme les leucotrieng&han

et al.,2010) Ces différents événements peuvent contribuedastabilisation de la gaine de myéline
(Hudspeth & Raymond, 2007)

Singh et Pujol(Sing & Pujol, 2010)ont proposé un scénario faisant intervenir traiénéments
majeurs permettant d’expliquer I'évolution desdési de I’X-ALD (Figure 13) Dans ce scénario, le
stress oxydant conduirait & I'initiation de réantdnflammatoires aboutissant a la démyélinisation.
Ainsi, I'excés d’AGTLC et la diminution du taux gdasmalogenes provoqueraient la rupture de
I'équilibre RedOx et par conséquent 'augmentatébn stress oxydant {f événement), ce qui
provoquerait une inflammation ¥ événement) avec l'intervention de facteurs enviemnentaux,
génétiques ou épigénétiques. Ultérieurement, ldskines et les médiateurs d’inflammation
provoqueraient une perte généralisée de fonctiensxjsomales (' événement), créant un cercle
vicieux ayant pour conséquence la mort cellulairéretiation de la démyélinisation inflammatoire
du SNC(Sing & Pujol, 2010)
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Figure 13 : Hypothése sur la physiopathologie de I’X-ALD imgliant le stress oxydant comme
facteur déclenchant$ing & Pujol, 2010).

1.5 Diagnostique de I’X-ALD

Les observations cliniques, les techniques d’'imagdéRM) et les analyses biochimiques permettent
de diagnostiquer I'’X-ALD. Les premiers signes aunes sont des troubles du comportement, une
perte des capacités intellectuelles, une diminutierla vision et de l'ouie... L'imagerie cérébrale
permet d’identifier d’éventuelles lésions au nivelula substance blanche. Le dosage des AGTLC
(C24:0, C26:0) et leur pourcentage par rapport 28:@dans le plasma constituent la technique de
référence pour diagnostiquer I'X-ALDValianpour et al., 2003) L’analyse biochimique permet
d’identifier 100% des gargons ou hommes attein}sALLD et 80-95% des femmes porteuses de
'anomalie génétique. Les analyses de biologie oudéére permettent d’identifier les mutations du
geneABCD1 (Boehmet al., 1999; Lachtermachest al.,2000) Le dépistage prénatal sont proposés
aux femmes enceintes porteuses hétérozygotes oleduere est atteint par I'une des formes de I'X-
ALD (Berger & Gartner, 2006; Aubourg, 2001 dépistage néonatal de l'adrénoleucodystrophie
liée au chromosome X (X-ALD) a jusqu'a présentligtétés en raison de la manque de mise en
ceuvre d'une méthodologie de référence standardiRéeemment, une nouvelle technique
développée au « Kennedy Krieger Institute » coasigt doser le C26:0 incorporé dans les
lysophosphatidylcholines a partir de dépots de s#ohé par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en mode MS[M8bbardet al.,2009) Cette technique pourrait fournir la
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base pour le dépistage des nouveau-nés atteintAldX dans des laboratoires trés spécialisés
(Hubbardet al.,2009)

1.6 Traitement de I’X-ALD

Le traitement de I'’X-ALD commence par la prise érarge psychologique et médicale du patient et
de ses proches. Plusieurs approches pour traXeAUD ont été proposées. Des traitements
stéroidiens ont été utilisés pour corriger l'ingdhce surrénale chez les patients atteints de la
maladie d’Addison(Ferrer et al.,, 2010) Un régime alimentaire dépourvu en AGTLC avec
administration de I'huile de Lorenzo (un mélangacaitie oléique et d’acide érucique) permet de
normaliser le taux plasmatique d’AGTLC en inhibdmtsynthése endogene de ces acides gras.
L’administration précoce de I'huile de Lorenzo naitfque retarder I'apparition des signes
neurologiques de la maladigMoser et al.,, 2005) La greffe allogénique de moelle osseuse
(transplantation des cellules souches hématopaés)cest le seul traitement qui permet de stabilise
ou de faire régresser les lésions cérébrales dgélémsation a condition que la greffe soit effeiu

au tout début de la maladiBeterset al.,2004; Shapiret al.,2000) Plus récemment, Cartiet al.

ont testé avec succes une technique de thérapigugéoonsistant a introduire le géne défectueux
dans un rétrovirus de type VIH pour le faire exmirpar les cellules souches du malade quand elles
sont réintroduites dans son organisi@ette technique a permis un arrét total de la ps®jon de
démyélinisation cérébrale chez les deux patiemtisét(Cartier et al., 2009) D’autres approches
pharmacologiques envisagent de stimuler I'expressiABCD2 qui présent une redondance
fonctionnelle ave@&BCD1(Bergeret al.,2010)

2 La Pseudo-adrénoleucodystrophie néonatale P-NALD

La pseudo-adrénoleucodystrophie néonatale (P-NAMIM264470), est une maladie génétique,
neurodégénérative, provoquée par la suppressioationg d'ACOX1. La déficience en ACOX1
résulte soit 1) d’'une large délétion qui provoqiabdence de I'enzyme, 2) soit de mutations
ponctuelles conduisant & I'absence de I'enzyme ¢a synthése d’une enzyme non fonctionnelle
(Ferdinandusset al., 2007) Les patients P-NALD sont caractérisés par uneaugégéenérescence
précoce du SNC, une hypotonie et des désordresursot@portantgWanderset al., 2010) lls
présentent aussi une régression de développeme3tl@uet décedent vers I'age de 5 @vanders

et al., 2010; Ferdinandusst al, 2010) Récemment, deux cas des personnes agées présigan

déficiences en ACOX1 ont été identifiés. Ces padiggrésentent une accumulation plasmatique
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d’AGTLC mais un taux de DHA (C223) normal avec des symptdomes neurologiques attgrarés
rapport a la P-NALOFerdinandusset al.,2010. L'imagerie cérébrale par résonance magnétique a
montré une atrophie profonde du tronc cérébrat efervelet, et une atrophie cérébrale modeste. la

conduction nerveuse est norméterdinandusset al.,2010)

L’ ACOX1 est un géne qui code pour I'enzyme contrblant iempere étape limitante de [&
oxydation des AGTLQFournieret al., 1994) Chez I'Homme, le génACOX1est localise sur le
chromosome 17 (17g25), il est constitué de 15 erbdrigl introns avec deux exons 3 nommeés exon
3a et 3b. L’épissage alternatif de pré-ARNm donee & deux ARNm matures et par conséquent a
deux isoformes d’ACOX1 : ACOX1la et ACOX1lb. ChaquBMm code pour une protéine de 72
kDa (660 acides aminés), qui contient au niveawr@inal un signal d’adressage peroxysomal :
«S/K/L» (Varanasiet al., 1994) L’activitt ACOX1 provoque la production d’enoyb& et le
peroxyde d’hydrogenéWanderset al., 2010) Au niveau biochimique, la déficience en ACOX1
résulte en une accumulation d’AGTLC saturés et ea déficience en acide docosahexaénoique
(DHA), mais n'a pas deffet sur le métabolisme @esdes gras branchés et des acides biliaires
(Oaxaca-Castillet al., 2007; Kemp & Wanders, 20Q7)es sourisAcox1-/-présentent aussi une
accumulation d’AGTLC dans le sérum dés I'dge de&raois(Fanet al., 1996a) Chez la souris,
'absence du genécoxl conduit au développement d'une stéatose microl@seuau niveau
hépatique et a une accumulation du peroxyde d’'fggdre, ainsi qu’a une prolifération peroxisomale
massive dans les hépatocytetuggenset al.,2010)

Dans des conditions physiologiques normales, I'esgion du gene de 'ACOX1 peut étre régulée
par des proliféerateurs de peroxysomes (PPARs :xjgnme proliferator activated receptors) en
particulier des PPA®R(Wahli et al., 1995) mais aussi, par des hormones comme la prola@@iRé)

et 'hormone de croissance (GH). La GH et la PRhtsi#es activateurs potentiels de STATS et

exercent une variété d’effets sur I'expressiongiases adipocytaird€oulteret al.,2006)
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IV Mort cellulaire

Perpétuellement, au niveau des tissus, les cebeal@sultiplient, se divisent ou meuréAmon &
Tyers, 2009)
La mort cellulaire est un processus fondamentdg phrticipe au maintien de I'homéostasie
cellulaire et tissulaire, au développement et aifférenciation cellulaire. Par ailleurs, la mort
cellulaire intervient dans de nombreuses maladiesladies neurodégénératives, maladies auto-
immunes, maladies virales, cancens(Thompson, 1995; Geng & Libby, 1999)a capacité de
moduler la vie et la mort d'une cellule représemémmense potentiel thérapeutique.
Trois principaux types de mort cellulaifg-igure 14) sont décrits, reposant sur des critéres
morphologiques et biochimiquéBoya & Kroemer, 2008)

+ Type 1:I'apoptose

+ Type 2 : l'autophagie

+ Type 3 : la nécrose/oncose

Plusieurs autres types de mort cellulaire déridantes trois principaux types sont recensés :

+ La catastrophe mitotique : est une forme aberratde mitose associée a des
changements morphologiques typiques mais biochiemgunt  variables
(Vakifahmetogluet al.,2008; Kroemeket al.,2008).

+ L’anoikis : correspond a de l'apoptose associéeegperte d’attachement des cellules
a la matrice extracellulair@ilmore, 2005; Kroemesgt al.,2008).

+ L’excitotoxicitée : il s'agit d'une forme de mosllulaire survenant dans les neurones
provoquée par le glutamate, qui conduit a l'ouvertde canaux calcique (la N-
méthyl-D-aspartate), suivie par une surcharge dg@uca cytosolique et l'activation
des voies de signalisation conduisant a la morulegle (Orreniuset al., 2003;
Kroemeret al.,2008).

+ La paraptose : ce terme a été introduit pour déarime forme de mort cellulaire
programmeée, morphologiquement et biochimiquemestindite de I'apoptose. Dans
plusieurs types de cellules, la paraptose est niéode par I'expression du récepteur
du facteur de croissance insulin-like I, et elle associée a une vacuolisation
cytoplasmique prononcé et a un gonflement mitochahdsans les autres marques
morphologiques distinctives de I'apoptg&perandioet al., 2000; Kroemeret al.,
2008).

47



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Mort cellulaire

+ La pyroptose : cette mort a d'abord été décritesdas macrophages infectés par
Salmonella typhimuriumelle implique I'activation de la caspase-1 (me@as de la
caspase-3), une protéase qui est surtout connu eoemmyme de conversion de
I'interleukine-3B (IL-1p) (Fink & Cookson, 2005; Kroemeit al.,2008).

+ La pyronécrose : cette mort cellulaire est une torde nécrose des macrophages
infectés parSalmonella flexneria concentration élevée. Elle est associée a la
libération de HMGB-1 (High-mobility group proteifwillingham et al., 2007;
Kroemeret al.,2008).

+ L’entose : initialement décrite comme une forme«d=mnnibalisme cellulaire » dans
les lymphoblastes de patients atteints de la nalddi Huntington. Il s’agit d'un
processus au cours duquel une cellule va s’engudtins une cellule voisine vivante
et provoquer sa mofMormoneet al.,2006; Kroemeet al.,2008).

+ La dégénérescence Wallérienne : il ne s’agit pasalmort a proprement parler, mais
plutét d’'une forme de catabolisme cellulaire aunski systeme nerveux. Au cours de
phénomene, une partie d'un neurone ou de l'axoneléggnérer, sans que cela

n'affecte le reste du corps cellula{fRaff et al.,2002; Kroemeet al.,2008).

La classification de la mort cellulaire est étaldlipartir des apparences morphologiques, deseagiter
enzymologiques, des aspects fonctionnels et dexctéaistiques immunologiqudsizard et al.,
1995; Melino, 2001; Kroemeat al.,2009) La mort cellulaire est réversible jusqu’a un pala non
retour qui est considéré comme étant la chute tkenpel transmembranaire mitochondriafePfn)
(Green & Kroemer, 1998) Plusieurs autres propositions ont été faites pdéfinir cette
irréversibilité: activation massive des caspas@Sohen, 1997) ou externalisation des
phosphatidylsérinegGreen & Kroemer, 2004)
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Figure 14 : Différentes voies conduisant a la mort cellulaiBink & Cookson, 2005)
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1 Apoptose

Le terme apoptose, d'origine grecque, désigne laectles feuilles d’'un arbre en automne. Il a été
proposé par Kerr et al. en 1972 pour décrire lat imagrammeée dans I'organisme qui survient dans
certains organes au cours de l'ontogenese. L'apeptst un mécanisme de mort intervenant dans
plusieurs processus physiologiques (embryogenéseclappement normal des organes,...) et
pathologiques. Ce mécanisme peut étre activé (SlDrsladie d’Alzheimer...) ou inhibé
(Cancers...)(Meier et al., 2000) L’apoptose se caractérise par des aspects mogifaoks
spécifiqgues la distinguant des autres types de moécrose/oncose, autophagie... . La mort
cellulaire par apoptose est rapide et n’entraingéréral ni Iésion, ni inflammation, contrairemant

la nécrosdFigure 14)

Morphologiquement, I'apoptose se définit par la iduion du volume cellulaire, le maintien de
l'intégrité membranaire, la condensation de la ofatne, la fragmentation nucléaifEigure 15)

Les organelles cytoplasmiques sont peu ou pas r@esdifstructuralement au cours de I'apoptose
(Kroemeret al.,2009) La condensation nucléaire est accompagnée d'égeadation spécifique de
'ADN en nucléotides de 50 a 300 kb résultant dexdision des boucles d’ADN et de leurs
oligomeregLagarkovaet al., 1995) suivie ou non d’'une multiples fragmentation intesléosomale

de 180-200 pb, donnant un profil électrophorétiqarctéristique « en échelle » sur gel d’agarose
(Wyllie et al.,1980)
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Figure 15 : Chronologie et morphologie de I'apoptose

Plusieurs sous-types d’apoptose sont décrits. riisgmtent des caractéristigues morphologiques
identigues mais des diversités biochimiques et tfonoelles importantes. Ces diversités sont
associées a l'activation de plusieurs voies ex@qass avec implication ou non de la mitochondrie
(voies des récepteurs a domaines de mort) ou $efjires (voie mitochondrialélKroemeret al.,

2009) La voie des récepteurs a domaines de mort inelgiperfamille du TNF (tumor necrosis
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\

factor) qui conduit a l'activation des caspasess Lwies initiées par un stress cellulaire
(xénobiotiques, agents physiques, radiations... 3irkess de réticulum endoplasmique et la protéine
P53 conduisent a I'activation de la voie intrins&qu

La voie des récepteurs a domaine de mort fait Veter des récepteurs de la membrane
cytoplasmique qui, apres fixation a leurs ligandseciques, déclenchent rapidement les
mécanismes moléculaires conduisant a I'apopfidéganaka & Kuchino, 1999)

Des nombreuses voies apoptotiques (telles quesaddielenchées par des xénobiotiques) convergent
vers la mitochondrie et entrainent, suite a la ehdil potentiel mitochondrial transmembranaire
(A¥m), la perméabilité des membranes mitochondriaes,est a l'origine de la libération de
protéines pro-apoptotiques de I'espace intermenalm@n mitochondriale vers le cytosol
(Cytochrome c, AlF, Smac /Diablo, Omi/HtrA2, endol@ase G)Ferri & Kroemer, 2001)La voie
mitochondriale est une voie complexe qui permetdiiire I'apoptose cellulaire de facon dépendante
ou indépendante des caspadagure 16).La mitochondrie est impliquée a la fois dans ljsiose et

dans la nécrose en fonction de la séveérité des @dmgasnnfligés a cette organel®eal, 2000)
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Figure 16 : Molécules relarguées par la mitochondrie au couds la mort cellulaire par apoptose.
(AIF : Apoptose Inducing Factor; Smac/Diablo : Sedo Mitochondria-derived Activator of
Caspase/ Direct IAP-Binding protein with Low plyrighétisée a partir deLiu et al., 1996; Susin et
al., 1999; Chai et al., 2000; Faccio et al., 20@®rrish et al., 2001

2 Nécrose/Oncose

L’'oncose, dériveée du mot « onkos » qui signifieorftement », est définie comme une voie pré-
létale menant a la mort cellulaire accompagnéaupagonflement de la cellule et des organites, et a
une augmentation de la perméabilité de la membeplasmique sans condensation de la
chromatine(Figure 14 et Figure 37La nécrose est aussi associée a une réactiamimitoire se
développant dans le tissu adjacent en réponse libdeation de débris cellulaires activant les
macrophagegFink & Cookson, 2005) (Figure 14 et Figuré). La nécrose a été considérée comme
une mort cellulaire non contrélée, mais des voiestmnsduction de signaux pourraient étre
impliquées (Fas/CD95, TLR3, TLRA4..(Kroemeret al.,2009) Les phénomeénes de nécrose/oncose
conduisent a une déplétion des réserves énergstiputa cellule et a un arrét des pompes ioniques
dans la membrane cytoplasmique. La nécrose/onaasgergsulter de I'action d’agents toxiques qui
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interférent avec la production d’ATP ou de procssgui provoquent une consommation non-
contrblée des énergies cellulaif®$ajno & Joris, 1995)

Plusieurs organelles cellulaires sont impliguéeasda mort cellulaire par nécrose/oncose : la
mitochondrie (chute da¥m, production d’ERO...); le lysosome (perméabilisatde la membrane
lysosomale...); le réticulum endoplasmique (relgegae calcium dans le cytosol...). Au niveau
biochimique, la nécrose/oncose est associée aalivateon des protéases (autres que les caspases :
calpaines, cathepsines...), a une dégradation diekedipia I'activation des phospholipases, des
lipoxygénases et/ou des sphingomyélingdgesemeret al.,2009)
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Figure 17 : Chronologie et morphologie de la nécrose

3 Autophagie

L’autophagie est un processus d’auto-dégradatiesergiel pour la survie, la différenciation, le
développement et 'homéostasie tissulaieuftis & Tavernarakis, 2009; Levine & Kroemer, 200
C’est un processus catabolique intralysosomal majenservé au cours de I'évolution, pendant
lequel les composants cytoplasmiques sont ségaedtrénaniére non selective dans des structures
formées d’'une double membrane (autophagosome) GO@D nm de diametr&lionsky & Emr,
2000)

L’autophagie joue un réle dans le renouvellement geotéines, des ARNs, et dautres
macromolécules cytoplasmiquéblunafo & Colombo, 2001) Elle est observe dans certaines
pathologies neurodégénératives comme la maladiradeénson et la maladie Alzheimi&tefaniset

al., 2001)

Actuellement, trois types d’autophagie ont été iflkecrla micro-autophagie, la macro-autophagie et
'autophagie chaperon@igure 18) Des différences mécanistiques dans les foncpbmgsiologiques

et dans le transport vers le lysosome existené @as trois type@/icencioet al.,2008)
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Dans le SNC, le maintien d’'un niveau basal d’audgp est nécessaire pour le bon fonctionnement
neuronal. La dérégulation de la macro-autophagiwqmue un dysfonctionnement synaptique, un

stress cellulaire et la mort des neurof@suet al.,2009)
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Figure 18: Différentes formes et mécanismes d’autophagi&encio et al., 2008)

Chez 'Homme, la macro-autophagie débute par laiesteption du matériel cytoplasmique pour
former I'autophagosomglionsky & Emr, 2000) Ensuite 'autophagosome, qui est composé d’'une
double membrane provenant d’un repliement du réticuendoplasmique lisse, fusionne avec les
lysosomes pour former une vacuole d’autophagie dzmselle la dégradation finale du matériel
séquestré intervient grace aux protéases lysoser{flgure 18) (Bursch, 2001; Vicenciet al.,
2008; Kroemeret al., 2009) Dans la micro-autophagie, la membrane lysosommaigagine pour
séquestrer, au sein des lysosomes, du cytoplasmdesuorganites ; au contact des enzymes
lysosomales, ces structures séquestrées sont déeg(@dhsumi, 2001)L’autophagie chaperone est
décrite uniqguement chez les mammiféres, elle eptigquée dans la dégradation des protéines mal
repliées ou oxydéegramashima & Oikawa, 2009)'autophagie est définie morphologiquement
(microscopie électronique a transmission) par Esloge de condensation de la chromatine associée a
une vacuolisation massive du cytoplagiieoemeret al.,2009) Chez les mammiferes, le processus
d’autophagie fait intervenir de nombreuses protigellulaires, aussi bien lors de I'étape de
séquestration (GTPas&Syanosine Triphosphate phosphadageotéines de la famille To arget

of rapamycin, P70S6 kinases, protéine phosphatase 2A (PP2Ajue)lors de la formation des
autophagosomes (P13-kinases). Le processus d'aagapkst coordonné par une famille de protéine
en particulier : les Atg (Autophagy related pro®igui contrélent tout les aspects de la biogenese
des autophagosome@-igure 6) (Cheng & Lane, 2010)L'Atg8 ou LC3 est une protéine
cytoplasmique exprimée sous deux formes LC3-1 ¢ojigue) et LC3-1l. La forme LC3-II s’'integre

dans la membrane autophagosome/autolysosome aiXede LC3-II est corrélé avec la formation
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d’autophagosome qui est un signe d’autophagie. C3-L est la premiére protéine de mammifere
identifiée comme protéine associée spécifiguemdatraembrane de I'autophagosof(f@abeyaet

al., 2000) Dans des cellules graisseuses de la drosophirexpression d’Atgl provoque la mort
cellulaire par autophagie avec I'activation de eagyScottet al.,2007)

Récemment, la fonction d’autophagie dans la réguiatu stockage des lipides a été réveléain
mécanisme appelé macro-lipophag®ingh et al., 2009a) Dans des conditions de restrictions
alimentaire, les gouttelettes lipidigues sont @wi®n charge par des vacuoles autophagiques ;
I'inhibition de I'autophagie dans des hépatocytascelture ou dans le foie de souris augmente le
stockage des triglycérides sous forme de gouttsldipidiquegSinghet al.,2009a) Ce phénomeéne
révele de nouvelles fonctions de 'autophagie danmétabolisme lipidique, ce qui peut avoir des
implications importantes dans les maladies assep@é#des anomalies de stockage de lip{&&sgh

et al.,2009a; Singh, 2010)

4 Lysosome et mort cellulaire

Le lysosome est une organelle cellulaire avec imple membrane qui le sépare du cytoplasme. Les
lysosomes ont été découverts en 1949 par de Duvesja nommé « suicide baggburk & Turk,
2009) Les lysosomes contiennent plus que 80 hydrolasédes qui jouent un réle dans la
dégradation des protéines, des acides nucléigesdjpides, des polysaccharidegYamashima &
Oikawa, 2009) Les lysosomes ont été considérés pendant longtaropmme des organelles de
dégradation, mais il est maintenant admis qu’ilsejut des roles actifs dans plusieurs processus

biologiques et en particulier dans la mort celi@d@Dell’ Angelicaet al.,2000)

Suite a différents types de stress ou sous I'infteed’inducteurs de mort cellulaire (TNE+adicaux
oxygeéneés, certains types de lipides (oxystérosyphosphatidylcholine...) ...), la perméabilité de la
membrane lysosomale est perturifeéssonet al.,2006; Kurzet al.,2006) La déstabilisation de la
membrane lysosomale provoque le relargage de pesédans le cytoplasm®epnik & Turk,
2010) Ce phénomene a été décrit dans des cellules temned tumorales issues de différents
organes comme les cellules promonocytaires leuagriumaines U93(Prunetet al.,2005) des
cellules humaines de tumeurs coligB®ussiet al., 2007) des cellules épithéliales humaines de
rétine ARPE-19Malvitte et al.,2008)et des neurones de primaf&amashima, 2000; Yamashima,
2004; Windelborn & Lipton, 2008)Les enzymes lysosomales constituent une largeteade
famille des protéase (cathepsines, nucléases, gitlases, sulfatases et lipases) qui peuvent dégrade

des molécules essentielles pour la cellule et ecctivautres hydrolases comme les caspases et la
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DNAase Il (Tardy et al., 2006) La relargage des protéases lysosomales, en pemtides
cathepsines provoque la mort cellulavea des voies de signalisation aboutissant ou non a
l'activation de caspaseg&uicciardiet al., 2004) Ces protéases peuvent modifier la perméabilité
mitochondriale et provoquer le relargage de mokxuhitochondriales contribuant a la mort
cellulaire (Cytochrome, AIF, Endo-G, ...)(Tanget al.,2008) Le facteur qui détermine le type de
mort cellulaire dépendant du lysosome est fonatioriegré de perméabilisation de ce dernier : une
forte perméabilisation aboutirait & une mort pacrage, alors qu’une plus faible perméabilisation
conduirait soit a I'apoptose, soit a 'autophagiea@une mort cellulaire indépendante des caspases
(Guicciardiet al.,2004; Tanget al.,2008)(Figure 19)

Dans des conditions de stress, le lysosome sys¢hdts radicaulOH, ce qui peut provoquer la
rupture de la membrane lysosom@lermanet al.,2006) Le 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) est un
produit de la peroxydation lipidique, qui réagitawes protéines lysosomales et peut provoquer leur
carbonylation. L’accumulation de ces protéines rfiées par le 4-HNE peut provoquer la rupture de
la membrane lysosoma{®arqueset al.,2004; Sayrest al.,2006) L’exposition des neurones au 4-
HNE favorise leur morvia la rupture de la membrane lysosom@lisvanget al., 2008; Castinaet

al., 2007) Pour faire face au stress cellulaire, les lipdggssomales pourraient aussi dégrader les
lipides afin de fournir I'énergie nécessaire auahétisme(Czaja & Cuervo, 2009)

L’activation des voies métaboliques lysosomaleslégt connue comme un processus précoce dans
la maladie d’Alzheimer, ou une augmentation impudadu taux de cathepsine B et D ainsi que du
nombre de lysosomes a été décrite dans les neumdté@gs(Yamashima & Oikawa, 2009)
L'implication du lysosome est aussi établie darfeedints types de maladies neurodégénératives,
telles que la leucodystrophie métachromatique,dtadie de Krabbe, et la maladie de Niemann Pick
de type B et GYamashima & Oikawa, 2009)
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Figure 19 : Régulation de la perméabilité lysosomale et impaar I'activation de différentes
formes de mort cellulairéTang et al., 2008).
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5 X-ALD et mort cellulaire

Bien que I'accumulation des AGTLC dans les tisdue @lasma constitue le marqueur biochimique
de référence de I'X-ALD, les réles des AGTLC daasphysiopathologie de cette maladie sont
encore peu conny&emp & Wanders, 2010)

Au niveau structural, il a été montré que le C38&0t provoquer des modifications de la membrane
cellulaire et par conséquent affecter la stabditées fonctions de cette membrghto et al., 1995;
Knazek et al., 1983) Ainsi, le C26:0 est toxique sur les cellules addrticales humaines en
provoquant une diminution de leur sensibilité vigisde 'hormone adrénocorticotropique (ACTH)
(Whitcomb et al., 1988) Par ailleurs, chez les patients atteints d’X-AL®,microviscosité de la
membrane érythrocytaire est augmerftéeazeket al.,1983)

Heinset al. ont montré qu’a partir de 20 uM les AGTLC (C22324:0 et C26:0) sont cytotoxiques
pour les cellules neuronales de rats en culturengire mixte (oligodendrocytes, astrocytes et
neurones)Hein et al., 2008) Ces AGTL provoquent des altérations dans le fonoement de la
mitochondrie, et des modifications du taux intradelre de calcium aboutissant a la mort cellulaire
Les oligodendrocytes sont les cellules les plussibtes aux AGTLC (Hein et al., 2008)
Parallelement, Fourcadst al. ont décritin vitro etin vivo que I'excés d’AGTLC (100 uM) peut
provoquer le déclenchement d’un stress oxydantdepétion en GSH, une diminution du potentiel
transmembranaire mitochondriale et I'activation systéme enzymatique anti-oxydant (glutathion
peroxydase (Gpx), catalase, superoxyde dismutdassaligue (Cu/Zn SOD) et mitochondriale (Mn
SOD)) (Fourcadeet al., 2008) La rupture de la balance RedOx provoque [|'oxymatide
macromolécules, telles que les lipides (peroxydatides protéines (carbonylation) et 'ADN
(Fourcadeet al.,2008) Il a été observé que les fibroblastes humaingigéts enABCD1sont plus
sensibles au stress oxydant que les fibroblastes dédicients, ce qui indique que l'absence
d’ABCDL1 peut altérer I'équilibre RedOfourcadeet al.,2008) Des nouvelles études montrent que
la cytotoxicité des AGTLC dans le SNC est due a bapacité a former des complexes avec certains
phospholipides et notamment avec la lysophosplhcimline (LysoPC) (le C26:0 incorporé dans les
lysoPC est d'ailleurs utilisé comme biomarqueut’eALD) (Eichleret al.,2008 ; Hubbarabt al.,
2009) L’injection de lysoPC-C24:0 dans le cortex paiiétdu cerveau d'une souris provoque
I'activation et la mort des cellules microglialegtte mort étant fonction de la longueur de chaine
des AG(Eichleret al, 2008) L’'extinction des géeneébcdlet Abcd2et I'accumulation de C26:0
provoguent I'activation de 5-lipoxygénase (5-LOX9nd les astrocytes en culture primakédn et

al., 2010. Dans toutes les zones du cerveau de patieptatatt’X-ALD, la 5-LOX est activée et les
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taux de leucotriene LTB4 (médiateurs lipidiquesnfiimmation) sont augmenté&han et al.,
2010) Sur des cultures primaires d’hépatocytes murinsi aque sur des cellules d’hépatome
HepG2, il a été montré que I'oléate et le plamitatkiisent une lipotoxiciteia la synthése de TNF-
a dont la synthese est augmentée suite a la désédioih des lysosoméBeldsteinet al.,2004)
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V Stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquipbopaoncé entre anti-oxydants et pro-oxydants en
faveur de ces derniers et de leurs effets potértient néfastes ; il peut survenir au niveau d'une
cellule ou d’'un organisméarouki, 2006) Le déséquilibre peut provenir d'une productioorae

d’especes réactives de I'oxygene (ERO) ou de l&afBRN), d'un dysfonctionnement des défenses

anti-oxydantes ou des deux a la fois.

1 Especes réactives de I’oxygéne (ERO) et de I'azote (ERN)

Les ERO/ERN sont des molécules contenant de I'axydéadicalaire : @ ; OH ; RO ... ou non
radicalaire HO,, '0,) ou de I'azote NO; ONOO) mais dont la réactivité est bien supérieure Eecel
de la molécule d'@ (Circu & Aw, 2010) Les ERO/ERN sont produits par des réactions du
métabolisme cellulaire normal dans differents comipents cellulaires (métabolisme des lipides,
respiration cellulaire,....) ou encore, par des agerternes physiques (radiation, UV,...), chimiques
(xénobiotiques,...) ou mécaniques.
Ces molécules jouent un double réle :
1) a faibles concentrations, elles jouent un réigsmplogique bénéfique dans la signalisation
cellulaire, I'induction de réponse mitogéniqueaetiéfense contre des agents infectieux.
2) a concentrations élevées, ces molécules peupemoquer des dommages aux
macromolécules bioactives (lipides, protéines, Adhduisant ainsi a diverses maladies
(Valko et al.,2007)
Le maintien de 'homéostasie RedOx par le contddiestatut oxydatif de I'organisme est nécessaire
au bon fonctionnement des organismes vivébiege, 2002)
L’'oxygéne est un gaz indispensable a la vie maisiiit étre toxique par lui-méme et par la formation
d’espéces réactives de I'oxygéne (ERO) qui ontalabreux effets délétéres. Lors de sa réduction,
le di-oxygéne peut conduire a différents types dEquUI sont I'anion superoxyde {Q et son acide
conjugué (le radical hydroperoxyle H{ le radical hydroxyléOH et le peroxyde d’hydrogéne
H.0..
Une molécule d’'oxygéne @Ppeut donc gagner un électron pour donner liea anion superoxyde
(0,") instable et peu réactif ou gagner de I'énergiarpionner lieu & un oxygéne singuléDy)
fortement réactif ('oxygéne singulet s’additiontieectement sur les doubles liaisons des acides gra
polyinsaturés pour donner des hydroperoxydes : ROQIKD," constitue un précurseur qui peut

donner lieu a d'autres molécules, telles que ddicaax alkoxyles ROet peroxyles ROD plus
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stables et plus réactives. L;Opeut aussi gagner 2 atomes d’hydrogéne et deaka@ts lors d’'une
réaction enzymatique pour former y&, qui a une durée de vie plus longue et qui diffuseiment
dans I'organisme. En présence de métaux, la régctie I'H,0, est augmentée. En présence d& Cu
ou de F&', I'H,0, peut se décomposer selon la réaction de FentorCeetHDH. Les groupements
hydroxyls (OH) et les ROO sont extrémement réactifs et peuvent réagir aveplupart de
molécules bioactive@-igure 20)

Grace a l'activité de la NO synthase (NOS), par idraetion équimoléculaire, I'arginine donne de la
citrulline et du monoxyde d’azote (°NO) qui peuagé& avec @ pour donner lieu a un composeé tres
toxique, le peroxynitrite ONOO(Simonian & Coyle, 1996) En plus de la formation de

peroxynitrite, Q” peut contribuer a la formation d’autres ERN éga&entres reactived-igure 20).

RO® RO"
'0, ROO® ROO®
5 i I . 34
£ o~ Fe?® Fe
/ fs\ &
ERO +e +@ \/

0, — 0,” —— H,0, —=— OH’

H* H* \

ONOO 1’-—+) ONOOH

&, s ‘ﬁ%
ERN
NO b‘fy \9 \{.,
u
7 NO, NI NO,

y 5 N,,C NO \,0
NO,® N,O4 2V : N20s

CO

Figure 20 : Formation des différentes ERO et ERN

2 Origines cellulaires des ERO et ERN

Dans la cellule, les ERO ont différentes origifieégure 21) La mitochondrie est la source majeure
des ERO cellulaires (respiration mitochondriale@s@éactions enzymatiques sont aussi capables de
produire des anions superoxydes (NADPH oxydasesthiee oxidasejValko et al.,2007) Dans

des conditions physiologiques, le peroxysome ptoduD, (Valko et al., 2004) Les neutrophiles
produisent les anions superoxydes la NADPH oxydase pour accomplir la bactéricihe@lko et

al., 2007) Les mono-oxygénases du réticulum endoplasmiqye(@rome P450) contribuent a la
production de b, et d’0,” (Zangaret al., 2004) Le NO est un radical abondant qui joue un role

biologique important dans la signalisation oxydatide plusieurs processus physiologiques
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(neurotransmission, régulation de la pression iali@rvia son action sur les cellules musculaires
lisses, régulation de I'immunité..(Bergendiet al., 1999) ‘NO est stable dans un milieu pauvre en
oxygeéene et diffuse facilement a travers les mendwariologiguegChiueh, 1999) Au niveau du
SNC, le’NO est un neurotransmetteur qui agit aussi sulaltipité synaptiquéGao, 2010)

Microsomal Oxidation, _
Flavoproteins, CYP enzymes Myeloperoxidase

(phagocytes)
Hanthine Oxidaze, P
NOS isoform < — )

Endoplasmic Reticulum Transition
mefals

l:
Cytoplasm Lysosomes
Fe

& ~
Peroxisomes

Mitochondria

Oxidases,
Flavoproteins

Plasma Membran Electron transport

Lipoxygenases,
Prostaglandin synthase
NADPH oxidase

Figure 21 : Origine cellulaire du stress oxydant

3 Défenses anti-oxydantes

Les anti-oxydants constituent une vaste famillena#écules capables d’'inhiber la production, de
limiter la propagation ou de détruire les ER&Jes, 1997)
Les organismes disposent des plusieurs mécanismiesxgdatifs pour lutter contre les radicaux et
leurs effets biologiques déléteres.
Les mécanismes de défense anti-radicalaire sordupés en trois catégori@galko et al.,2006):
1) des enzymes (Catalase, SODs, glutathion pergegia
2) de petites molécules capables de piéger desaradlibres (Vitamine E, Vitamine C, acide
urique, gluthation réduit (GSH), caroténoides....)
3) des protéines (albumine, transferrine...)
Les molécules anti-oxydantes agissent a difféneintsaux dans la cellul@g-igure 22)
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Figure 22 : Niveax d’action et localisation des différentsfefteurs anti-oxydants

3.1 Systémes enzymatiques

Les systemes enzymatiques de défense anti-oxydanteconstitués de plusieurs enzymes comme

les superoxydes dismutases (SODs), la catalasaecmuweela glutathion peroxydase (GR¥palko et

al., 2007 (Figure 23)

e Superoxydes dismutases :

Les SODs sont des métalloenzymes qui catalysamarigformation des anions superoxydes

en peroxyde d’hydrogenghoi, 1993) Chez les mammiféres, trois isoformes de SOD ont

actuellement été identifiées :

1) SOD1 ou Cu/Zn-SOD est un homodimeére cytosoliquelgrénant dans la plupart des
types cellulaires. SOD1 représente 70 & 80% déitctotale de SODs. Les ions €u
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sont nécessaires a son activité catalytique aloesles ions Zfi stabilisent la molécule
(Choi, 1993)

2) La SOD2 ou Mn-SOD est mitochondrigféhoi, 1993)

3) La SOD3 sécrétée dans l'espace extracellulairauedtiomotétramere qui se lie a des
constituants de la matrice extracellulaire commecddagene, les protéoglyclanes et
I'héparane sulfat¢Fukui & Zhu, 2010) En collaboration avec la glutathion peroxydase,
la SOD3 constitue la premiére ligne de défenseredas agents pro-oxydan@ahman
et al.,2006)

» Catalase et glutathion peroxydase

Le peroxyde d’hydrogéne ¢B,) produit par SODs est métabolisé efOHet Q par la catalase et/ou
les glutathion peroxydases (GPxRahmanet al., 2006) Ces enzymes sont présentes dans
pratiguement tous les tissus. Dans le SNC, le niwkacatalase est bien inférieur a celui de SOD et
de GPx(Choi, 1993)

La catalase est une enzyme peroxysomale de 240ekBast formée par quatre sous-unités, chaque
sous-unité contient un groupe ferriprotoporphyritaas son site actif avec un atome de fer a I'état
Fe’* (Vlasitset al.,2010)

O, —¢ » O, , H,0, *£L , H,0 + O,

y

H,O

Figure 23 : Enzymes anti-oxydantes

La glutathion peroxydase est séléno-dépendante)(@mx présente une masse molaire d’environ 85
kDa, elle est formée par quatre sous-unités contesfeacune un atome de sélénium sous sa forme
sélénocystéine qui constitue le site actif de Kene (Kinnula et al., 1995) Chez 'Homme, il existe

4 isoformes de gluthation peroxydase séléno-dépead&ette enzyme, qui se localise dans la
mitochondrie et dans le cytosol, décompose les dpgioxydes organiques et le peroxyde
d’hydrogene(Zachara, 1992)Cette enzyme possede une grande affinité pogfukathion réduit

(GSH) qui est utilisé comme donneur d’hydrog@rigure 24) L’efficacité de la GPx est liée a un
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flux constant de GSH ; elle est couplée a l'oxyolatdu glucose-6 phosphate en 6-phosphate
gluconate, source de NADPH, qui est utilisé comwiaateur par la glutathion réductase (GRase)
pour régénérer le glutathion réduit (GSEhenget al.,2003; Lei, 2002Figure 24)

ROOH _ GSH < _-+NADP* _ -NADH

gl utatNicn gl utathicon fr'iﬂl'lﬂri'_-\.-'—
peroxydase réduyjase drogénase

ROH«" “+GSSG - ~NADPH=" ~*NAD¥

Figure 24 : Glutathion peroxydase et réductase
3.2 Systémes non enzymatiques

Les effecteurs anti-oxydants non enzymatiqgues oeg dources exogenes (vitamine C, E,
caroténoides...) ou endogenes (glutathion réduitalioétionines,...).

La vitamine E peut réduire les radicaux hydroxyétsles produits de peroxydation des lipides
polyinsaturés. La vitamine E oxydée est ensuiteitégar la vitamine C par une réaction rapide et
non enzymatique. Plusieurs réactions enzymatigaasegmt réduire la vitamine C oxydée, certaines
impliquant le glutathion réduit (GSHlFormanet al.,2009)

Le glutathion ouy-glutamyl-cystéinyl-glycine est une molécule debfaipoids moléculaire. C’est
I'anti-oxydant le plus abondant (0,5-10 mM intrdakdire ; 10-100 uM plasmatique) du systeme de
défense anti-radicalair@~orman et al., 2009) Le GSH est synthétisé grace a deux réactions
enzymatiques ATP dépendant@sgure 25) La synthese de GSH est effectuée en deux étapes
contrblées par la glutamyl-cystéine synthétase téBlate-cystéine ligase ou CGL) et la glutathion
synthétase (GSH synthag€prmanet al.,2009)
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Figure 25 : Synthése de glutathiofForman et al., 2009)

Dans la cellule, le glutathion existe sous deurnfes, I'une réduite (GSH) et I'autre oxydée (GSSH).
La forme oxydée est beaucoup moins abondante guerd@e réduite (1/100 en concentration)
(Biswas & Rahman, 2009).e GSH est un substrat des glutathions peroxgdsékénodépendantes
(GPx). Les GPx utilisent le GSH comme source d’bhgéne, la réaction nécessite deux molécules
GSH pour donner une molécule de GS&Brmanet al.,2009) Le GSH peut chélater les ions™Cu
et ainsi limiter leur participation a la génératida radicaux libres par la réaction de Fenton. &u f
de son abondance, le GSH est le thiol le plus itapbdans le contrdle de I'équilibre RedOx. Il est
impliqué dans I'élimination de certains produit e peroxidation lipidique, comme le 4-HNE
(Formanet al., 2009) La déplétion de GSH intracellulaire est un mawjude stress oxydant
(Mytilineou et al., 2002) Dans le SNC, la déplétion en GSH provoque uneachks d’ évenements
conduisant a la mort cellulaire. Un événement précde la déplétion en GSH est le relargage
d’acide arachidonique dans une réaction dépendalstela phospholipase-A2. Cet acide
arachidonique peut-étre métabolisé par la lipoxagénen produisant des ERO altérant les cellules
déplétées en GSHytilineou et al.,2002)

4 Effets du stress oxydant sur les molécules biologiques

Un désequilibre de la balance RedOx (accumulatienR®DS et/ou diminution de l'activité du

systeme anti-oxydant) entraine un stress oxydaet.siress oxydant est capable d’attaquer les
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macromolécules (lipides, protéines, glucides, Al@N)provoquant des changements structuraux et

fonctionnels participant a I'évolution des pathoésCurtin et al.,2002; Valkoet al.,2006)

4.1 Effets des ERO/ERN sur les lipides

Les métaux (cuivre, fer...) sont utilisés comme agsnts initiateurs de I'oxydation des lipides par
lintermédiaire de la réaction de Fenton. Le radloadroxyle généré par la réaction de Fenton est
essentiel pour la peroxydation lipidique. Le mésard, proposé par Buchet al. implique la
formation d'un complexe Fe (ll) : Fe (lll). Le tamaximal de la peroxydation lipidique est observé
lorsque le rapport de Fe (Il) : Fe (lll) est de {Blcheret al., 1983) Le processus global de la
peroxydation lipidigue se compose de trois étapeigation, propagation et terminaison présentées
dans laFigure 26 La peroxydation lipidique est une réaction enmhanitieée par I'arrachement d’'un
atome d’hydrogéne par H@u O~ & des esters d’acides gras insaturés isolés afit@mts des
membranes lipidique@/alko et al.,2006) Le radical carboné du constituant lipidique tafafs a se
déstabiliser par un réarrangement conduisant aiémedconjugué. Celui-ci réagit avec four
former un radical peroxyl qui peut étre réduit garoperoxyde (stable et peu réactif en absence de
métal) ou pour arracher un atome d’hydrogene autne acide gras ce qui génére un nouveau radical
lipidique. Les principaux produits générés par ecattaction sont le malonedialdéhyde (MDA)
(Figure 26)et 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNEYalko et al.,2006) La peroxydation des lipides est un
processus auto-catalytique qui est résilié pae¢ambinaison des radicaux (Re + R»sproduit non-

radicalaire) ou I'absence de substiatlko et al.,2006)
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Figure 26 : Voies et produits de péroxydation lipidiq@ealko et al., 2006).

Le MDA est mutagéne dans les cellules bactérieatiea de mammiféres et cancérogéne chez le rat
(Marnett, 1999)Le 4-HNE est faiblement mutagéne mais il sembie Ié principal produit toxique
de la peroxydation lipidique et joue un réle damsignalisation cellulair€Chaudharyet al.,2010)

Le MDA et le 4-HNE peuvent altérer la fluidité eslfonctions des membranes, dont la composition
en AGI (Acides gras insaturés) module I'oxydabil{&itton, 1996) La peroxydation lipidique
provoque une perte de la fluidité membranaire efpdtentiel membranaire, une inactivation de
récepteurs et d’enzymes membranaires. Ces peltnbdbnctionnelles peuvent aboutir a la mort
des cellulegEsterbauet al.,1991) La peroxydation lipidique est une source endogknmolécules
pouvant former des adduits avec I'ADBlair, 2001)

Le MDA peut réagir avec les bases de I'ADNgure 26)(Valko et al.,2006; Cadeet al.,2010) En
effet, les atomes de carbone des deux liaison©glds du MDA sont électrophiles ; ils peuvent
réagir avec les atomes nucléophiles de la guadiméadénine et de la cytosif€alko et al., 2006;
Cadet et al., 2010) Le 4-HNE forme plusieurs types d’adduits. Le I jN@pano-2’-
désoxyguanosine est I'adduit prépondérant de letiokadu 4-HNE avec I'’ADN isolé ou cellulaire
(Douki et al, 2004) Cet adduit est susceptible d’induire des trarsoes GC vers TAFenget al.,
2003)
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Le 4-HNE est toxique pour les oligodendrocytrep@tr les axones. Sur des oligodendrocytes en
culture, la cytotoxicité de 4-HNE est dépendantetelaps et de la concentratiom. vivo, apres
l'injection de 4-HNE dans le cerveau de sourigglactivité contre 18-APP (marqueur de dommage
de l'axone) est augmentée. Cela indique que laxgdedion lipidique et la production des 4-HNE
dans le cerveau est toxique a la fois pour lesodkgdrocytes et pour les neurorikCrackenet

al., 2000)

Les radicaux libres induisent I'oxydation du chodesl. L'auto-oxydation du cholestérol a lieu
préférentiellement sur le cycle B, formant les tiioxycholestérolso et ), le 7-cétocholestérol, les
epoxydes 5,6 (@ 6o et 33, 60) et le cholestantéridBrown & Jessup, 2009).e 7-cétocholestérol
qui est le principal oxystérol issu de I'auto-oxida du cholestérol semble étre un bon marqueur du
stress oxydan{Dyer et al., 1997; Brown & Jessup, 2009) (Figure 2Qomme le cerveau est
'organe le plus riche en cholestérol, il n'est pdsnc surprenant qu’il contienne beaucoup

d’oxystérols quand il est le siege d’'une rupturd'éguilibre RedOx.
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Figure 27 : Voies et produits d’oxydation du cholésterol enzatiques et non enzymatiques
(Brown & Jessup, 2009)

La myéline est un complexe contenant 70 % dedgp(Bjorkhemet Meaney 2004 ; Taylor
et al.,2004) Elle est composée de cholestérol, de phosphebpéd de glycosphingolipides dans un
rapport molaire 4 : 4 : 2ZBjorkhem et Meaney 2004) Dans le SNC, la myéline est formée par

extension des membranes des oligodendrocytes repéa bonne conduction de l'influx nerveux.
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Sa fonction est donc primordiale pour le développeinet la fonctionnalité du SNC. Le cholestérol,
qui est un lipide impliqué dans de nombreuses fonstcellulaires, est aussi un régulateur majeur de
'organisation structurale lipidique et de voies dignalisation cellulaire. C'est également un
précurseur de neurostéroides. Au niveau des celllleSNC le cholestérol présent, qui résulte d’'une
synthese endogene tres finement régulée, assuntedésnactivités biologiques majeures. Lors de
dysfonctionnement des cellules du SNC, son oxydagtieut conduire a la formation de composeés
toxiqgues comme le 7-cétocholestérol (7KC) etfiehydroxycholestérol (#). Des patients avec une
sclérose en plaque ont montré de fortes concemtsatie 7KC dans leurs liquides céphalorachidiens
(Diestelet al.,2003) Le 7KC pourrait donc jouer un réle majeur dangéayélinisation observée
dans les scléroses en plagueoni et al.,2005 ; Carter, 2007)

Dans la maladie d'Alzheimer, le peptid@ Ast un important composant des plaques amyloliges.
24-hydroxycholestérol (240H), produit par la 24-fofdse (CYP46) a partir du cholestérol, peut se
fixer sur le peptide B et les patients atteints d'Alzheimer montrent lies gsouvent des taux de
240H diminuant avec I'avancée de la maladiestofikova et al.,2007) Il pourrait donc jouer un
réle crucial dans le développement de la patholdgie€?7-hydroxycholestérol (270H) est I'oxystérol
majeur produit par réaction enzymatique (CYP27) raweau périphérique. Dans la maladie
d’Alzheimer, le 270H passe la barriere hématomérengt s’accumule dans le SNC. Dasdral

ont montré que ce composeé était capable d'aceveliMage et la production du peptid@ Aans des
cellules épithéliales humaines de rétine (ARPE-$8). ces méme cellules, le 270H est également
capable d'induire un stress du réticulum endoplgsejiune activation de la caspase 12 et un stress
oxydatif (Dasariet al., 2010) La dérégulation métabolique du cholestérol paunmantribuer a la
formation d'oxystérols et donc au développementndmbreuses maladies neurodégénératives
inflammatoires.

Dans ce contexte, Weinhofer al. ont montré en 2005, une augmentation du choldgi&rematique
dans des souris X-ALD, et également une réegulatiotaux de C26:0 par le cholestéfdleinhofer

et al, 2005)

Weinhofer et al ont également décrit que le cholestérol réguwdgplession du genABCD2
(Weinhoferet al, 2002) En effet, dans des cultures de fibroblastes hosndes auteurs ont décrit
une induction de I'expression du gexBCD2apres déplétion des stérwia I'activation de SREBPs
(Sterol regulatory Element Binding Proteins), factede transcription régulant le métabolisme du
cholestérol. De plus, cette induction du g&®CD2 réduit significativement les taux d'AGTLC
dans des fibroblastes X-ALD. La protéine ABCD2 ast transporteur ABC montrant une forte

homologie de séquence avec ABCD1. Depuis quelqueses, ABCD2 est devenue une cible
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thérapeutique potentielle puisque sa surexpressams des souris ABCD1 déficientes permet de
restaurer les taux plasmatiques d'AGT({ETijol et al, 2004)

Plus récemment, des travaux ont révélé une augtimntde marqueurs du stress oxydant (adduits
glyoxal, methylglyoxal, 4-hydroxynonenal et malomldehyde se fixant sur les protéines lors de
stress oxydants) dans des extraits de moellesegpinde souribBCDI et dans des fibroblastes X-
ALD comparés a des souris sauvages ou a des fastelsl contréles. Ces travaux ont également
montré une diminution d'expression de protéingsdiqnées dans la détoxification des ERO (SOD1,
SOD2, Gpx4) dans le cortex de soulBCDI comparées aux souris sauva@Esurcadeet al.,
2008) Le C26:0 potentialise le stress oxydant obsewrédss fibroblastes X-ALD comparés aux
fibroblastes contréle§-ourcadeet al.,2008)

D'apres ces données, les mutations du ¢d1€D1, responsable de I'X-ALD, pourraient conduire a
la dérégulation du métabolisme du cholestérol let @roduction de stress oxydants. Les ERO ainsi
produites pourraient alors contribuer a oxyderHelestérol intracellulaire et le cholestérol présen
dans la gaine de la myéline et conduire a la faonat'oxystérols. Les 7-OH, composés toxiques,
pourraient donc participer au développement deALX. Dans ce contexte et pour évaluer cette
hypothése, nous avons cherché a préciser si 1€84 7(en particulier le 7KC et lepy pouvaient

activer la mort d’oligodendrocytes.

Le cholestérol est un dérivé cyclopentanoperhyléopntrénique. Il est présent dans les
tissus, dans les lipoprotéines plasmatiques sauseftibre ou combiné a un acide gras pour former
un ester de cholestérol. Ces esters de cholestértl la forme de stockage et de transport du
cholestérol. Le cholestérol a un réle structurdlest présent dans les membranes cellulaires des
animaux aux cotés des phospholipides, et en moipaaetité, dans la membrane des organites. Il
possede également un réle métabolique en étanttngeur de la synthése des acides biliaires
(indispensables a la digestion des lipides) darigiée des hormones stéroidiennes dans les organes
stéroidogénes (corticosurrénales, gonades et pigcest de la vitamine D dans la peau. Son
métabolisme a lieu dans lintestin, le foie, lessus périphériques puis il est transpoit les
lipoprotéines. Le cholestérol est aussi un régutateportant de I'homéostasie lipidique et de la
signalisation cellulaire. C’est également un congpumjeur de la myéline. La dérégulation de son
homéostasie peut aboutir a la surproduction d'éxgit qui sont des dérivés du cholestérol. lls
contiennent un second atome d'oxygene au niveagrdepes carbonyl, hydroxyl ou epoxyde.
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Vivo, les oxystérols agissent comme des intermédidiaes le catabolisme du cholestérol, comme
régulateurs du métabolisme lipidique et comme tl®ls toxiques ayant des effets pro-athérogenes
(Masseyet al, 2006) Jusqu'a maintenant, les oxystérols ont été démithme ayant de nombreuses
activités : apoptose, nécrose, inflammation, imnsuppression.(Guardiolaet al, 1996 ; Browret
Jessup, 1999 ; Schroepfer, 2Q0(s oxystérols les plus souvent déteatéavo sont le 7KC, le d

et le B (Brown et Jessup, 1999)Les oxystérols proviennent de réactions chimiqdigsrses et
d'oxydations enzymatiques. Mais les oxystérols petiégalement provenir de la nourriture,
notamment les nourritures riches en cholestérolncentes ceufs, les produits laitiers (beurre,
fromages...), la viande rouge (boeuf, porc, veaafoks, des reins et de poissons séchés. Enleffet,
cholestérol présent dans ces aliments peut étet dujles radiations et a des hautes températures
favorisant son oxydation en oxystérols. Certaingst&ols sont synthétisés par les tissus apres
réaction enzymatique grace a la 27-hydroxylaser(fm@70H), la 25-hydroxylase (pour le 250H)
ou la 24-hydroxylase (pout le 240H) par exemplesimthese la plus néfaste pour I'organisme est
sans doute la synthése par auto-oxydation puisguigdst pas régulée et a lieu dans les lésions
(zones démyélinisées) présentant de forts stregdaats. En effet, les radicaux libres peuvent
induire l'oxydation du cholestérol présent danslBds (Low Density Lipoprotein). Cette auto-
oxydation du cholestérol génere préférentiellenterst dérivés oxydés en position 7, c'est-a-dire des
7-hydroxycholestérols : les 7-OH. Ces 7-OH sont posés de trois membres : le 7-cétocholesterol
(7TKC), le T-hydroxycholestérol @) et le B-hydroxycholestérol (7).

Le 7KC et le B ont largement été démontrés comme ayant des tastiviefastes a fortes
concentrationgVejux et al, 2008 ; Vejuxet Lizard, 2009) Le 7KC induit, dans de nombreux types
cellulaires, la mort par apoptose dépendante oépmadante de la caspasé¢P3unetet al, 2005)
une accumulation de lipides neutres et polaifésjux et al, 2005) un stress du réticulum
endoplasmiquéPedruzziet al., 2004) un fort stress oxydar{Biasi et al, 2004 ; Larssoret al,
2006) Les effects du ¥ sont identiques a ceux observés avec le 7KC amen&oncentrationd.i

et al, 2005) Le 7o et le 270H ont été testés sur les mémes lignédedades et il a été montré que
ni l'un ni l'autre n'induisait la mort par apoptosee surproduction d'especes réactives de I'oxygen
ou une peroxydation lipidiquéMiguet-Alfonsi et al, 2002) Seule une publication a rapporté des
effets néfastes du 270H vitro (Dasariet al.,2010)

Le 7KC et le B sont les oxystérols les plus fréquemment retroaesiveau des Iésions, qu'elles
soient athéromateuses ou au niveau du SNC danszdess démyélinisées de maladies
neurodégénératives. Ces deux oxystérols sont esin&mt toxiques ; leur surproduction pourrait

donc contribuer au développement des pathologiesodégénératives démyélinisantes et méme les
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potentialiser. Le 270H s’accumule dans le S(Birkhemet al, 2006a ; Bjérkhem, 2006bjlans

les cas de rupture de la barriere hémato-encépigaliGet oxystérol, contrairement au 7KC et pu 7
n'a jamais été décrit comme possedant des acttexéguesin vivo (apoptotiques, pro-oxydantes ou
inflammatoire), alors qu'il est fortement retroaténiveau des Iésions du SNC.

Le 7KC a été montré comme s'accumulant, dans la breera plasmique, au niveau des
microdomaines lipidiquegRoyer et al., 2009) En revanche, aucun travail n‘a montré le méme

phénomeéne pour le 270H et I. 7

4.2 Effets des ERO/ERN sur les protéines

Les protéines sont des constituants cellulairetiraux et fonctionnels de la cellule. Les réaxdio
des protéines avec des espéces radicalaires pepr@mmiquer leur oxydation principalement au
niveau des résidus cystéine, meéthionine, thyrosingtophane, phénylalanine, valine, leucine,
histidine, glutamine, proline, thréonine, arginetelysine(Stadtman, 1992; Stadtman al., 1992)

Les protéines les plus sensibles aux attaquesataitizss sont surtout celles qui comportent un
groupement sulfhydryle (SH) (enzyme anti-oxydant€)est le cas de nombreuses enzymes
cellulaires et de protéines de transport qui vamsigtre oxydées et inactive@galko et al., 2006)

Les produits de la peroxydation lipidique (4-HNEMDA) peuvent contribuer a I'oxydation des
protéines, en particulier au niveau des résidusdime, cystéine et lysinéMaier et al., 2010) Les
protéines modifiées par oxydation deviennent beau@ius sensibles a I'action des protégégesko

et al.,2006) Les changements sutructuraux des protéines ogyaltgent I'integrité des membranes
cellulaires, ainsi que les propriétés fonctionrelkt antigéniques des protéines membranaires
(Gruberet al., 2006; Jacolet al., 2006) Les carbonyles sont utilisés comme des marquaers
I'oxydation des protéines et de facon générale cerdas marqueurs du stress oxydalgkamuraet

al., 2010) Les réactions des protéines avec les ERO pewagrttuire a la formation de nouveaux
radicaux organiques alcoxyles ou peroxyleavieset al.,1995) Ces radicaux peuvent endommager
I'ADN; c’'est a dire créer des pontes entre les gir@s et les bases de I'ADN et provoquer des
dommages oxydatifs, comme la 8-oxo-7,8-dihydroguaffturukaweaet al.,2005)

L’oxydation des protéines est liee a plusieurs diaket a 'adge. Le processus de vieillissement est
le plus souvent lié a une accumulation de protéimeglées, I'accumulation est due a 1) une
augmentation de taux ERO/ERN dans l'organisme, Bheé défaillance du systeme anti-oxydant
et/ou 3) a une diminution de la capacité du systdemdegradation des protéines oxyd@ésko et

al., 2006)
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4.3 Effets des ERO/ERN sur les glucides

L'oxydation du glucose conduit a la libération didhydes et de peroxyde d’hydrogene. Cette
oxydation entraine la glycation des protéines ptachement d’un aldéhyde conduisant a la coupure
de la chaine protéique. La glycation des protéiaesrise leur réaction avec I'oxygene pour former

des ERQHunt & Wolff, 1991)

4.4 Effets des ERO/ERN sur ’ADN

La stabilité du génome est essentielle pour maiintere homéostasie des cellules et de I'organisme,
mais il est soumis a de nombreuses menaces. LesrERE@sentent une menace omniprésente et
continue pour le génome. Les produits d’oxydatied ADN peuvent affecter la stabilité du génome.
Les lésions oxydatives de 'ADN peuvent étre effecaent réparées par excision des bases ou des
nucléotides. Si le taux d’ERO dépasse la capacitéyteme anti-oxydant a maintenir un équilibre
RedOx, la capacité de la réparation de 'ADN pardellules peut étre submergée, ce qui conduit a
l'accumulation de dommages a I'ADN par oxydatidadelnikoveet al.,2010) Plusieurs classes de
dommages a I'ADN sont décrites : la coupure simple double brin, la génération de bases
modifiées comme la 8-oxoguanine (8-OHd@)igure 28) les pontages ADN-ADN et ADN-
protéines et les sites abasiq@eadak & Boldogh, 2010)

Le radical °OH est tres électrophile et donc réagéféerentiellement en position 5 du cycle de la
thymine ou de la cytosine. Le radical °OH peut égant réagir avec le groupement méthyl de la
thymine en arrachant un atome d’hydrogene condugda formation d’un radical allylique. Ces
radicaux formés vont réagir avec I'oxygene pounter des radicaux peroxyles. Les purines sont
plus sensibles aux ERO en particulier la guanimeptemier mécanisme conduisant a la formation
de 8-OHdG a partir de la guanidine implique 'ah@ment d’'un électron a la guanine et la formation
d'un cation radical. L'oxygene singulet conduit sifiuement a la formation de 8-OHdG. A
I'inverse du radical hydroxyle, qui peut réagir afensemble des bases, I'oxygéne singulet réagit
avec la guanine uniquemeftadetet al.,2010) La formation de la 8-OHdG est considérée comme

un biomarqueur du stress oxydant de 'ADXalko etal., 2006)
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Figure 28 : Différentes voies d’oxydation de la guanine condant a différent produits

5 Maladies associées a un stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans plusieurs pagies comme les maladies cardiovasculaires, les
maladies neurodégénératives, le diabetes et lecamis également dans le vieillissem@fdlko et
al., 2007; Barouki, 2006; Salmaet al.,2010)

5.1 Maladies neurodégénératives

Dans la maladie d’Alzheimer, I'oxydation des lipsdet des protéines est importante. L'altération de
'’ADN mitochondrial et 'augmentation de I'activit€u/Zn SOD sont décrites dans le cerveau de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer. LesCEReuvent oxyder 'APP (amyloide protein
precurseur) entrainant son dépbt et son agrégdfonith et al., 1995) Dans la maladie de
Parkinson, la diminution de GSH et de [lactivit¢ @omplexe-l de la chaine respiratoire

mitochondriale a été rapportfei Monteet al.,1992)

5.2 Diabete

Une augmentation du stress oxydant a été propasdreétre une complication majeure associée a
I'hyperglycémie. L’hyperglycémie stimule la prodiget d’ERO a partir de sources variées (NADPH
oxydase, cytochrome P450 monooxygénases, nitridexgynthase (NOS)) entrainant une auto-

oxydation du glucosg@/alko et al.,2007)
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5.3 Cancer

Dans plusieurs types de cancer I'équilibre RedQx@spu ce qui peut provoquer une stimulation
de I'oncogénese. Le stress oxydant provoque desndg@s permanents a 'ADN ce qui représente
la premiére étape dans la mutagenése et la caérigeg. Les dommages a I’ADN provoqués par les
ERO peuvent étre une modification des bases (oxydatlkylation...), une coupure de la chaine
(simple ou double brin), ou encore des pontages Aiteines(Cadetet al., 2010) La Iésion a
I’ADN résultant d’'une oxydation, la plus étudiéd ksformation de la 8-Oxo-guaniri€adetet al.,
2010)

6 X-ALD, AGTLC et Oxydation

L’augmentation du stress oxydatif a été rapportéez des patients atteints de CALD et d’AMN.
Cela se traduit par une augmentation de la perdoydépidique (TBA-RS), une diminution de la
réactivité anti-oxydante totale (TAR) dans le plaset par une augmentation de l'activité anti-
oxydante de la catalase et de la SMargaset al., 2004) Le statut anti-oxydant total (TAS) est
diminué chez les patients atteint d’X-ALD symptoigaés mais pas chez les patients
asymptomatique@Deonet al.,2007) Au niveau du cerveau de patients atteints d’X-Aldstress
oxydant provoque une peroxydation des lipides qumsinifeste par 'augmentation du taux de 4-
HNE, qui est un aldéhyde issu de I'attaque radicaldes acides gras polyinsaturés (AGPQwers

et al.,2005) Récemment, des dommages aux protéines ont denégd rapportés dans les cellules
mononucléaires périphériques de patients atteitsAdD (Fourcadeet al., 2010) La corrélation
entre le taux d’AGTLC plasmatique et les marquealusstress oxydant dans le plasma n’est pas
évidente(Deonet al.,2008) L'expression d'iNOS est augmentée dans les agesct les cellules
microgliales de patients atteints d’X-ALD conduisam une augmentation de la nitration des
protéines dans les lésions inflammatoif@dg et al.,2000) Chez les patients atteints d’X-ALD, la
synthése de plasmalogene est diminuée, or le plagare a un pouvoir anti-oxydant dans le SNC
(Khan et al., 2008) La diminution de la synthése de plasmalogéne pemc avoir un effet
synergique avec I'accumulation d’AGTLC dans la pritbn des ER@Singh & Pujol, 201Q)Chez
les souris déficientes en Abcdl des dommages akydat les lipides et les protéines ont été revélé
a I'age de 3,5 mois, soit un an avant la premippastion de signes neurologiqugurcadeet al.,
2008) La mitochondrie, qui est la premiére source d’ERI@ns la cellule, est modifiée
structuralement mais aussi fonctionnellement (nmadistne des AG) chez les patients atteints d’X-
ALD et chez les souris déficientes en Ab¢Hérreret al.,2010)

76



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Stress oxydant

7 X-ALD, AGTLC et Inflammation

L’inflammation et l'altération des réponses immairiés existent uniquement dans la forme le plus
sévere de I'’X-ALD (CCALD). Linflammation se caraetse par l'infiltration de lymphocytes T
CD8+ majoritairement, mais aussi de lymphocytes €Béde lymphocytes B. On observe aussi des
macrophages qui se localisent dans les zones paéseme démyélinisation. L'infiltration de ces
cellules est souvent accompagnée d’une ruptura dartiere hématoméningée. Dans les zones avec
démyélinisation, la microglie et les astrocytestdoiper-réactifs et expriment la molécule CQltb

et al., 2001) Le CD1 est une molécule présentatrice de I'anggéipidique aux cellules
immunocompétentes. Il a donc été suggéré que bsspyn de CD1 par des cellules gliales, suite a
'accumulation des AGTLC, pourrait participer arémonse inflammatoire dans la CAL(Ro et al.,
2001) Une autre hypothese proposée par Power. (Powerset al., 1992) suggere que l'excés
d’AGTLC stimule les astrocytes et les macrophadge@/oque la sécrétion de ThFainsi que de
tout un panel de cytokines conduisant a la destructe la myéline par les lymphocytes T
principalement, mais aussi par les lymphocytes BaEcord avec cette hypothése, il a été montré
une augmentation des taux d’ARNm des cytokines {tNIE-1a, IL-12, IL-6, GM-CSF, TNk), des
chemokines et de leurs récepteurs dans les |ésiérsbrales de patients atteints d’X-ALD
(McGuinnesst al.,1997; Paintlieet al.,2003)
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VI Modeles d’études

Deux types de modeéles sont utilisés : des modielsro et des modeles animaux.

In vitro, plusieurs modéles (vésicules lipidiques, cultym@maires mixtes ou non, lignées cellulaires
sauvages ou transfectées par des siRNA) ont digestpour étudier les mécanismes d’intégration
des AGTLC dans la membrane cellulaire et leur oyicité. Plusieurs modeles animaux des
maladies peroxysomales ont été généres afin detedide mieux comprendre la physiopathologie
de ces maladies\(anders & Waterham, 2006a)

1 In vitro

1.1 Vésicules lipidiques

L’équipe de James Hamilton a été la premiére asetilune approche biophysique pour étudier
l'effet des AGTLC dans la membrane lipidique. Dessicules lipidiques (bicouche lipidique de
phosphatidylcholine) ou des vésicules mélangées ded’albumine bovine sérique (BSA) ont été
utilisées pour étudier I'interaction de C26:0 awme membrane modélisée. Il semble que la partie
hydrophobe de C26:0 s’integre profondément damsdmbrane et provoque une désorganisation et
une rupture de cette dernigigo et al., 1995) L’AGTLC traverse cette membrane synthétique par

un mécanisme de « flip-flop(Pillai et al.,2009)

1.2 Lignées cellulaires

Plusieurs lignées astrocytaires et oligodendromg@Buntinx et al.,2003; Bongarzonet al., 1997;
Verity et al.,1993; Feutzt al., 1995; Feutzt al.,2001; Ghandouet al.,2002)présentent un intérét
pour aborder la physiopathologie de I'’X-ALD vitro.

La lignée de cellules gliales des rats (C6) expnima la fois des marqueurs astrocytaires et
oligodendrocytaires a été largement utilisée pdudiér les effets cytotoxiques du C26:0 et ses
activités sur le cytosquelette, I’'homéostasie lgue et le statut oxydat{Di Biaseet al.,2004; Khan

et al.,1998; Dobashet al.,1997)

Des lignées de fibroblastes humains établis arpdetpatients atteints d’X-ALD sont disponibles et
permettent d’étudier les effets de I'absence d’AL&IP lap-oxydation peroxysomale, la cytotoxicité
et les effets pro-oxydants des AGTI(@/anderset al., 1987; Ofmanret al., 2010; Fourcadet al.,
2008)

78



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Modéles d’études

Des hépatomes de rat H41IEC3 exprimant ALDP et peDRP, transfectés stablement par un
vecteur permettant d’exprimer Abcd2-EGFP normalenmutée, sont aussi utilisés pour étudier

I'aspect fonctionnel de 'ALDRRGueugnoret al.,2006)

1.3 Cultures primaires et organotypiques

Des cultures primaires mixtes de cellules glialastrocytes, oligodendrocytes), avec ou sans
neurones, ont été utilisées pour évaluer les effess AGTLC sur les différents types de cellules
gliales(Hein et al.,2008; Kharet al.,2010; Sinhget al.,2009; Gondcaillet al.,2005) Les cultures
primaires ou secondaires de cellules gliales ahtuétisées pour étudier I'expression des protéines
peroxysomales et 'abondance des peroxysomes da88IC (Fouquetet al., 1997) Des cultures
primaires de fibroblastes (humain ou murin : saegagu déficients en ABCD1) ont été aussi
utilisées pour mesurer froxydation peroxysomal@Morita et al.,2008; Petronet al.,2007; Morita

et al., 2005; Pettus, 2004; Oezen, 2005; Yamadaal., 2004) Des cultures primaires de
macrophages de souris sauvages ou déficientedbedl (Yanagisawaet al., 2008), ou des
lymphocytes humains (issus de sujets sains ou tiengmatteints d’X-ALD), ont été utilisés pour
étudier les statuts oxydatif et inflammatoire de cellules, ainsi que leur vulnérabilité vis-a-gless
AGTLC (Uto et al.,2008) Fourcadeet al. ont utilisé la culture organotypique de moellenégie de
souris agée de 18 mois (sauvage ou déficient&bedl pour étudier les effets pro-oxydants et les

conséquences biologiques de 'accumulation des AG(Hourcadeet al.,2008)

1.4 Utilisation des siRNA

Le siRNA est un outil de la biologie moléculairegement utilisé pour analyser les fonctions des
genes et de leurs produits dans le fonctionnemahtlaire (Leung & Whittaker, 2005)Dans I'X-
ALD, cette technique a été utilisée par plusieutg@rs pour étudier 'implication de certains genes
peroxysomaux (famille ABCD) dans I'X-ALD. Di Benettie et al. ont utilisé des siRNA pour
inactiver Abcd3 (PMP70) dans les cellules glialésafin d’étudier le rdle de cette protéine dans le
transport et le métabolisme des AGTUQ Benedettcet al.,2008),maisaussi sur les effecteurs du
stress oxydant et de l'inflammati¢Di Benedettaet al.,2008) Le réle d’Abcdl et d’Abcd2 dans des
cultures primaires d’astrocytes de rat a été étadrés extinction de ces deux genes par des siRNA
(Khanet al.,2010).Ces extinctions de genes sont associées a une atagime de 5-lipoxygénase
conduisant a la synthese de leucotirene-B4 prodlugartir de I'acide arachidonique et a une
diminution de glutathion réduit. Cela est en accawc I'augmentation de 5-LOX observée au

niveau des lésions cérébrales de patients at@xtaLD (Khanet al.,2010).
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2 In vivo

Les pluparts des études biochimiques sur les neapéroxysomales ont été réalisées sur des
cellules de patients, en particulier sur de cuiysgmaires des fibroblastes de peau. Bien que ces
études soient informatives; elles ne montrent pamneent et pourquoi un dysfonctionnement
peroxysomal aboutit a la pathologie. Pour mieux m@ndre I'incidence physiopathologique des
maladies peroxysomales, un certain nombre de modalgrins ont été réalisé@Vanders &
Waterham, 2006a)

2.1 Souris déficientes conventionnelles

Apres l'identification du géne responsable de I'XEA (Mosseret al., 1993) plusieurs laboratoires
ont travaillé sur ['élaboration d'un modéle animaermettant de mieux comprendre la
physiopathologie de I’X-ALD. Des modeles de soun été réalisés par invalidation du géene visé
(Lu et al.,1997; Forss-Pettaat al., 1997; Kobayashet al., 1997; Pujol, 2002)Les souris obtenues
(AbcdI) présentent I'anomalie biochimique propre a I'X{Bl(accumulation des AGTLC) ainsi que
des anomalies du métabolisme du cholestérol, mas ge manifestations phénotypiques ou
neurologiques précoces. A un stade tardif de leu(x15mois), ces souris présentent des anomalies
neurologiques (perte des axones au niveau de ldleng@niére avant la démyélinisation ce qui
correspond a l'adrénomyeloneuropathie (AMN) et pasl’adrénoleucodystrophie cérébrale
(CCALD)) (Pujol, 2002; Weinhofeet al., 2005) Vu la redondance fonctionnelle entre I'ALDP
(ABCD1) et 'ALDRP (ABCD2)(Pujol et al.,2004) des souris déficientes étcd2,0u doublement
déficientes ermAbcdlet Abcd2ont été élaborée@-erreret al., 2005; Luet al., 2007) Les souris
AbcdZ” accumulent moins d’AGTLC que les souris Abcetlque les souris (Abcdét Abcd2").

Les souris Abcd2 développent une atteinte cérébrale tardive etsitpses de stress oxydant se
manifestent plus précocement que chez les sourisdBbles souris (Abcdlet Abcd2")
manifestent des signes neurologiques plus préepeabcdl ou Abcd2” (Ferreret al.,2005; Luet

al., 2007; Pujoket al.,2004) Chez les souris Abcdau Abcd2” aucune infiltration des lymphocytes

T n'a été détecté@-erreret al.,2010)

Pour la P-NALD, des souris modeéles ont aussi éémes (Acoxt). Ces souris sont infertiles avec
un développement postnatal tardif. Elles présentam¢ stéatose hépatique et des réactions
inflammatoires au niveau hépatique révélées paprésence de macrophages, de lymphocytes,
d’éosinophiles et de leucocytes polymorphonuclédifanet al.,1996a; Faret al.,1996b)

D’autres modeéles murins pour les maladies peroxgesont été développés (souris PexBex?",
Pex7",...) (Faust & Hatten, 1997; Baes al., 1997; Briteset al., 2003) Ces inactivations miment la
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physiopathologie de la maladie de Zellweger. Auealy biochimique, ces souris présentent une
accumulation d’AGTLC et une diminution de plasma&ng. Ces souris présentent des problemes de
développement postnatal, ainsi qu’une défaillaneemigration neuronale et meurent précocément
des I'age de 6 moig-aust & Hatten, 1997; Baes al.,1997; Briteset al.,2003)

2.2 Souris déficientes conditionnelles (systéme Cre-Lox)

Le systéme Cre-Lox a été utilisé pour élaborerstesis KO conditionnelles. Les modéles de souris
Pex5" conventionnelles (absence de peroxysomes fon&ishnmontrent des anomalies
meétaboliques et neurologiquéBaeset al., 1997) Afin de déterminer les rbles des peroxysomes en
fonction des tissus et du type cellulaire des kgnédes souris PeX5conditionnelles ont été
produites en utilisant le systéme Cre-Lox. Les isduestine-Pex5 (absence des peroxysomes dans
les cellules gliales et les neurones) montrentinitiation de neurodégénérescence et mort celkulair
trés précoce, dés 6 mo{siulshangenet al., 2008) Des sourisCNPase-Pex5 (absence des
peroxysomes dans les oligodendrocytes) montrentrdelsles neurologiques précoces, des réactions
inflammatoires et une mort précoce entre 6 et 1B fk@ssmaret al.,2007) Les sourisNEX-Pex5

" (absence des peroxysomes dans les neurones)setiesGFAP-Pex5 (absence de peroxysomes
dans les astrocytes) ne montrent pas de dégénécescavant 'age de 20 mois (dégénérescence tres
tardive) (Bottelbergset al., 2010) C’est grace a ces modeles qu’il a été établilgsigperoxysomes
sont essentiels au bon fonctionnement du systémveunecentral et que leur fonctionnement a plus
ou moins d’incidence en fonction du type cellulazensdéré. Les oligodendrocytes, cellules
synthétisant la myéline, étant les plus sensibles dysfonctionnements peroxysomaux. La
différence d’agressivité neuroinflammatoire et deégéative d’'un modele a l'autre souligne une
eventuelle compensation fonctionnelle du peroxyseniee les différents types cellulaires du SNC.
En conclusion, les souris AbcdImodéle de I'X-ALD), bien qu’ayant des taux d’AGCTL
plasmatique et tissulaire élevés, ne manifesteatirai signes neurologiques comparables a ceux
observés chez les patients. Les souris PeiBodéle du syndrome de Zellweger) présentent des
anomalies biochimiques, histologiques et neurolegsgidentigues a celles observées chez les
patients CCALD. Ceci permet d'utiliser ces souidsnene modéle afin d’aborder la transition entre

une maladie métabolique et une maladie neurodéa@reésévere.
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OBJECTIFS

L’X-ALD se caractérise par un phénomene de démigdiion inflammatoire. La myeéline,
synthétisée par les oligodendrocytes, est un compipoprotéique (composé a 70% de lipides et a
30% de protéines) qui sert a protéger les axoneésles isoler électriquement permettant ainsi la
bonne conduction de linflux nerveuxVVargaset al., 2004; Hudspeth& Raymond, 2007).
L’identification de cellules apoptotiques au nivetas zones peéri-lésionnelles d’X-ALD suggére que
la mort cellulaire pourrait contribuer a I'évolutiale cette pathologig&ichleret al.,2008)

La P-NALD est associée a une déficience enzymateueAcylCoA oxydase 1 (ACOX 1) qui
catalyse I'étape initiale et limitante deflaoxydation des acides gras a trés longue chaind (&%
(Fournieret al.,1994).

La caracteristique biochimique majeure de I'X-ALDde la P-NALD est I'accumulation tissulaire et
plasmatique d’AGTLC (C24:0 et C26:0). Les effetssdees AGTLC sur les oligodendrocytes
(cellules productrices de la myéline) ne sont pae clairement elucidés actuellem@iémp &
Wanders, 2010)Dans le cadre de I'X-ALD et de la P-NALD, il ednc important de préciser les
relations entre peroxysomes, accumulation d’AGTi®Ort cellulaire en relation avec la cytotoxicité
des AGTLC, démyélinisation, oxydation et inflammoati La compréhension de ces mécanismes de
démyélinisation constitue en effet un challengeemajpour développer des traitements efficaces
dans ces pathologies.

Mon sujet de These de Doctorat intitulé « Activitgsotoxiques et pro-oxydantes d'acides gras a trés
longue chaine sur des oligodendrocytes murins smgvaet déficients en Abcdl et Acox1 :
application a la physiopathologie de I'X-ALD et ldeP-NALD » s’inscrit dans la cadre d’'un projet
qui vise a identifier et & mieux comprendre les amésmes impliqués dans la physiopathologie de
I’X-ALD et de la P-NALD.

Pour répondre a certaines de ces questions, nvesixrde recherche ont consisté :

1) A caractériser une lignée d'oligodendrocytes mufibS8N) constituant 'outil biologique
nécessaire a la réalisation de I'étude,

2) A étudier les mécanismes de cytotoxicité des AGTI(C24:0, C26:0) sur les
oligodendrocytes 158N,

3) A évaluer les éventuels effets pro-oxydants asso&i€accumulation intracellulaire de ces
AGTLC,

4) A préciser les effets des AGTLC sur différents omjbes cellulaires (mitochondrie,

lysosome),
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5) A définir 'impact des AGTLC sur la synthéese destpmes majeures de la myéline (PLP
(proteolipid protein) et MBP (myelin basic protgin)

6) A déterminer les conséquences de l'inactivation bd@l et/ou d’Acoxl sur la mort
cellulaire, le stress oxydant et I'expression desgines majeures de la myéline (PLP, MBP),

7) A partir des résultats obtenirsvitro, a rechercher des biomarqueurs plasmatiques essstr

oxydant permettant de distinguer les différentesés d’X-ALD.
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| Article 1: Peroxisomal and Mitochondrial Status of Two
Murine Oligodendrocytic Cell Lines (158N, 158JP): Potential
Models for the Study of Peroxisomal Disorders Associated with

Dysmyelination Processes

Mauhamad Baarine, Kévin Ragot, Emmanuelle C. Genin, Hammam EI| Hajgrigne

Trompier, Pierre Andréoletti, Said Ghandour, FraN#nétrier, Mustapha Cherkaoui-Malki,

Stéphane Savary, Gérard Lizard.

1 Introduction

Les oligodendrocytes (OL) sont les cellules quuesst la myélinisation au niveau du SNC.
lls sont générés par des précurseurs d'oligodegthec(OPCs) qui sont des cellules
multipotentes provenant des zones germinales du @N@Qaset al, 2006) La maturation
des OL est un mécanisme complexe avec un progragenmolifération, de migration, de
différenciation et de myélinisation, bien contrélE@ns le temps et dans I'espace. L'exécution
de ce programme conduit a la formation d’'une cellabture capable de produire la myéline
(gaine isolante des axones). En raison de leurrgnoge complexe de différenciation et de
leur métabolisme spécifique tres actif, les oligattecytes sont les cellules les plus
vulnérables du SN(Bradl & Lassmann, 2010)

La différenciation des précurseurs oligodendrocgtai(OPCs) est caractérisée par de
nombreux changements phénotypiques (évolution de miarphologie cellulaire) et
antigéniques (expression séquentielle des marquepédrsifiques)Figure 29) L'expression
différentielle de protéines oligodendrocytairescaurs de la maturation des OL permet de les

utiliser comme des marqueurs de différenciafl@eloulmeet al,, 2004)(Figure 29)
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Figure 29 : Différenciation et maturation des oligodendrocytéSL).

(MBP : myelin basic protein; PLP : proteolipid ptein; O4 : Antigene de surface de
précurseurs d'oligodendrocytes; A2B5 et NG2 marqueu de précurseurs
d’oligodendrocytes; CNPase : 2’, 3'-cyclic nucledd 3-phosphohydrolaseDeloulme et
al., 2004)

Actuellement, plusieurs lignées d’OL (humain, iiyris) ont été constituées mais celles-ci
présentent le plus souvent des caractéristiquesphulmgiques et antigéniques d’OL
immatures(Buntinx et al., 2003; Bongarzonet al., 1997; Verityet al., 1993) La culture
primaire mixte de neurones et de cellules glialastrécytes, oligodendrocytes) a aussi
souvent été utilisée pour évaluer les effets dmirey produitgHein et al.,2008)

Dans ce premier article, nous décrivons les catiatities ultrastructurales, antigéniques et
fonctionnelles des deux lignées cellulaires oligmttecytaires (158 N et 158 JP) initialement
établies par I'équipe du Dr. Said M Ghandour aiVarsité de StrasbourfGhandhouret
al., 2002; Feutzt al.,2001; Feutzt al.,1995)

Nous avons précisé |'état de maturation oligodecyieore de ces cellules en étudiant
I'expression de protéines de la myéline (MOG, PMBP) et de la CNPase exprimées par les
pré-OL et les OL matures. Chez 'Homme, le gplpequi code pour la protéine majeure de la
myéline ou PLP (proteolipid protein) est localisér ¢ chromosome X. Par épissage
alternatif, plp donne lieu a deux isoformes PLP et DM20 qui comstit 50% des protéines
totales de la myélinéNave, 1994) Chez 'Homme, une mutation du gepkp peut induire
une importante hypomyeélinisation qui conduit a dahplogie de Pelizaeus-Merzbacher. Chez

la souris, la mutatiofimpy qui affecte I'expression de la PLP et du DM20 induissi une

87



RESULTATS

hypomyeélinisation, une diminution du nombre d’OLl&tmort précoce des souris mutantes
(Nave, 1994) MBP représente 30% des protéines myéliniqtfes & Isrealachvili, 2007) I
existe plusieurs isoformes obtenues par épissagmaiif du géne localisé sur le chromosome
18 chez ’'Homme et la sour{Boggs, 2006)

PLP et MBP jouent un role important dans la staaiion et la compaction de la myéliftze
Vries & Hoekstra, 2000) MOG constitue moins de 0,1 % des protéines miggles. Cette
protéine est présente dans le SNC, essentielletniensurface des enroulements myéliniques
et des prolongements oligodendrocytaires. MOG astement immunogéne et constitue un
auto-antigéne clé dans la sclérose en plg@iementset al., 2003) MOG contribue a la
maturation et a la maintenance de la myé(Beling et al., 1993) et c’est la derniére des
protéines myéliniques a étre exprimée. Son expressst donc une preuve de différenciation
oligodendrocytaire terminale. La CNPase constitts®#des protéines de la myéline. C’est
un marqueur spécifique des stades précoces duoggeshent oligodendrocytaire. Elle joue
un réle dans la structuration de la myél{ien et al.,1997)

Nous avons également déterminé I'expression detipex peroxysomales (Abcd 1, Abcd 2,
Abcd 3, Acox1 et L-PBE) par cytométrie en flux, $texn blot et/ou RT-gPCR; ainsi que
I'activité mitochondriale et le statut oxydatif @es deux lignées en prenant en compte la
production de radicaux oxygénés, le taux de gligathréduit (GSH) et la masse
mitochondriale. En effet, pour utiliser ces celtubdin d’aborder la physiopathologie de I'X-
ALD et de la P-NALD, il était important de déterraim’expression de ces ABC transporteurs
peroxysomaux et de I’Acox1.

Nous avons aussi recherché la présence de peroggsdomctionnels par microscopie
électronique a transmission et mesuré l'activitéyeratique de la catalase et de I'Acoxl. La
fonctionnalité des peroxysomes des OL 158N et 1583Hrssi été abordée en traitant les
cellules avec du phénylbutyrate qui est connu puduire une prolifération des peroxysomes.
Les différences mitochondriales observées entrédl8.58JP, nous ont incité a préciser la
localisation de PLP (susceptible de moduler I'atdiwmitochondriale transmembranaire) par

rapport a la mitochondrie par microscopie confoealgociée a I'analyse d'images.

Cette étude a permis d’établir que :

* les cellules 158N et 158JP expriment fortementesqueurs PLP, MBP, MOG et
CNPase. Ces cellules sont donc des OL présentamiagactéristiques d’OL matures.
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e Les cellules 158N et 158JP ont des peroxysomedgiémmels (activité catalase et
Acox1).

» Les cellules 158N expriment les transporteurs AbetdAbcd3 alors que les cellules
158JP expriment a la fois Abcdl, Abcd2 et Abcd3.

* Les cellules 158N et 158JP expriment aussi AcoxIL-BBE impliquées dans I

oxydation peroxysomale des AGTLC.

* Les cellules 158N et 158JP présentent des diffésefanctionnelles au niveau de la

mitochondrie et du statut oxydatif qui pourraienpliquer la mutatiofimpy.

En conclusion, les cellules 158N et 158JP, et eticpéier les 158N, constituent un modéle
intéressant pour aborder les relations entre pswmrg, mitochondrie et marqueurs

myeliniques afin de mieux comprendre la physiopatie de I'’X-ALD et de la P-NALD.
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Abstract

In some neurodegenerative disorders (leukodystrophies)
characterized by myelin alterations, the defect of peroxisomal
functions on myelin-producing cells (oligodendrocytes) are
poorly understood. The development of in vitro models is
fundamental to understanding the physiopathogenesis of
these diseases. We characterized two immortalized murine
oligodendrocyte cell lines: a normal (158N) and a jimpy
(158JP) cell line mutated for the proteolipid protein PLP/
DM20. Fluorescence microscopy, flow cytometry, and wes-
tern blotting analysis allow to identify major myelin proteins
(PLP colocalizing with mitochondria; myelin basic protein),
oligodendrocyte (CNPase and myelin oligodendrocyte glyco-
protein), and peroxisomal markers [adrenoleukodystrophy
protein, PMP70, acyl-CoA oxidase 1 (ACOX1), L-peroxisomal
bifunctional enzyme, and catalase]. Using electron micro-
scopy, peroxisomes were identified in the two cell lines. Gene
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potential; ABC, ATP-binding cassette; ACOX1, acyl-CoA oxidase 1;
ALD, adrenoleukodystrophy; ALDP, adrenoleukodystrophy protein; Ct,
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expression (ATP-binding cassette, Abcd1, Abcd2, Abcd3, and
AcoxT1) involved in peroxisomal transport or B-oxidation of fatty
acids was evaluated using quantitative PCR. 4-phenylbutyrate
treatment increases expression of ACOX1, L-peroxisomal
bifunctional enzyme, PLP, myelin oligodendrocyte glycopro-
tein, and CNPase, mainly in 158N cells. In both cell lines, 4-
phenylbutyrate-induced ACOX1 and catalase activities while
only Abcd2 gene was up-regulated in 158JP. Moreover, the
higher mitochondrial activity and content observed in 158JP
were associated with higher glutathione content and in-
creased basal production of reactive oxygen species revealing
different redox statuses. Altogether, 158N and 158JP cells will
permit studying the relationships between peroxisomal de-
fects, mitochondrial activity, and oligodendrocyte functions.
Keywords: mitochondria, murine oligodendrocytes, myelin,
peroxisome.

J. Neurochem. (2009) 111, 119-131.

cycle threshold; DHE, dihydroethidium; t-PBE, r-peroxisomal bifunctional
enzyme; MBP, myelin basic protein; MCB, monochlorobimane; MOG,
myelin oligodendrocyte glycoprotein; NAO, nonylacridine orange; PBS,
phosphate-buffered saline; PLP, proteolipid protein; PMP70, perox-
isomal membrane protein of 70 kDa; P-NALD, pseudo-neonatal adre-
noleukodystrophy; ROS, reactive oxygen species; SDS, sodium dodecyl
sulfate; TBST, Tris-buffered saline containing Tween 20; VLCFA, very-
long-chain fatty acids; X-ALD, X-linked adrenoleukodystrophy.
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Peroxisomes are single cell membrane organelles ensuring
essential cellular functions, particularly in lipid metabolism
(Wanders and Waterham 2006a; Schrader and Fahimi 2008).
These organelles are involved in the B-oxidation process of
long- and very-long-chain fatty acids (LCFA and VLCFA),
branched-chain fatty acids, unsaturated fatty acids, and
dicarboxylic acids (Nguyen ef al. 2008). They participate
in the a-oxidation of phytanic acid, the biosynthesis of bile
acids, and the degradation of leukotrienes (Schrader and
Fahimi 2008). They are also involved in the synthesis of
specific fatty acids, such as docosahexaenoic acid (C22:6
n — 3), which are essential for the brain and the retina, as
well as the synthesis of plasmalogens, which play essential
roles in the growth of neural cells and are important
components of myelin, a complex of proteins and lipids
(30% proteins and 70% lipids) (Harauz et al. 2004; Horster
et al. 2005). In the CNS, the myelin sheath is formed by
membranes that extend from oligodendrocytes that wrap
concentrically around nerve fibers, thereby insulating them
and facilitating rapid transmission of nerve impulses (Harauz
et al. 2004). Consequently, alteration of peroxisomal func-
tions induces lipid modifications that are detrimental for the
development and functions of the nervous system.

Besides peroxisome biogenesis disorders (Schrader and
Fahimi 2008), several disorders associated with a single defect
in the B-oxidation process have been described. They are
characterized by either developmental or degenerative pathol-
ogies, in particular in the CNS and PNS (Wanders and
Waterham 2006a). These pathologies are usually character-
ized by a dysmyelination of the white matter belonging to the
so-called leukodystrophies and are characterized by the
accumulation of VLCFA in plasma and tissues because of
an impaired B-oxidation in peroxisomes and/or increased
elongation (Wanders and Waterham 2006b). X-linked adre-
noleukodystrophy (X-ALD, OMIM 300100), the most
frequent leukodystrophy, affects either young boys (cerebral
childhood ALD, 40% of the cases) leading to a vegetative state
or death, or adults (adrenomyeloneuropathy 50% ofthe cases).
X-ALD is caused by mutations in the ABCDI gene located in
Xq28 (Berger and Gartner 2006; Kemp and Wanders 2007)
encoding a peroxisomal ATP-binding cassette (ABC) half-
transporter called the adrenoleukodystrophy protein (ALDP),
which participates in the entry of VLCFA-CoA into the
peroxisome. Cerebral childhood ALD is associated with a
strong inflammatory reaction and inducible nitric oxide
synthase induction in the CNS white matter (Paintlia et al.
2003). Pseudo-neonatal adrenoleukodystrophy (P-NALD;
OMIM 264470), characterized by a generalized hypotonia
and severe delayed motor development, is caused by muta-
tions in the gene encoding the peroxisomal straight-chain
acyl-CoA oxidase 1 (ACOXI1) located in 17¢25. P-NALD is
associated with an enzymatic deficiency of ACOX1, which
catalyzes the first and rate-limiting step of straight-chain fatty
acid B-oxidation (Poll-The et al. 1988; Jia et al. 2004).

© 2009 The Authors

Understanding the mechanism of dysmyelination in these
disorders is a major challenge to further developing efficient
treatments and/or improving the quality of life of these
patients, particularly X-ALD patients. While the mice models
deficient in ALDP or ACOX1 do not mimic the human
pathologies as they do not develop alterations in the CNS
(Forss-Petter et al. 1997), it has been reported that the
selective absence of peroxisomes in oligodendrocytes in
CNP-Pex5 knockout mice causes progressive demyelination
(Kassmann et al. 2007). Similarly, in Nes-Pex5 knockout
mice, a clear reduction in myelin fibers is observed
(Hulshagen et al. 2008). Consequently, it is important to
clarify the relationships between the peroxisomal deficiencies
in oligodendrocytes, the VLCFA accumulation, and the
dysmyelination process. Currently, several human and
murine oligodendrocytic cell lines have been established,
and those expressing major myelin proteins could constitute
interesting biological models to study these relationships.
However, most of these cell lines [human oligodendrial cell
lines myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG), MO3.13,
and KG-1C (Buntinx et al. 2003); clones JP1.1 and JP1.2,
obtained by immortalization of oligodendrocytes from jimpy
mice with the temperature-sensitive Simian Virus 40 (SV-40)
large T antigen (Bongarzone et al. 1997); the mouse
oligodendrocyte cell lines N20.1 and NI19 obtained by
immortalization of oligodendrocytes from normal mice
(Verity et al. 1993)] present oligodendrocytic precursor
phenotypes. Interestingly, two murine oligodendrocytic cell
lines, 158N and 158JP, obtained by immortalization with the
Simian Virus 40 (SV-40) large T antigen of oligodendrocytes
from normal and jimpy mice, respectively, show phenotypes
of well-differentiated oligodendrocytes (Feutz er al. 1995,
2001; Ghandour et al. 2002). Jimpy mice are characterized
by a single mutation (A-to-G) at the splice acceptor site of
exon 5 of the proteolipid protein PLP/DM?20 gene, producing
a deletion of the entire exon 5 and a translation frame shift of
the mRNA, which results in a modified C-terminus in the
jimpy PLP and of its isoform DM20 (Macklin ez al. 1987).
The 158N and 158JP cells express the main markers of well-
differentiated oligodendrocytes: carbonic anhydrase II, ga-
lactocerebroside, and the major myelin proteins, PLP and the
myelin basic protein (MBP) known to account for 50% and
30% of myelin proteins, respectively (Harauz et al. 2004;
Taylor et al. 2004). So, these cell lines could be suitable in
vitro models to study the side effects resulting from an
intracellular accumulation of VLCFA on the synthesis of
major myelin proteins.

To define whether these cells can be useful to study the
relationships between VLCFA accumulation, peroxisomal
activity, and the expression of the major myelin proteins, we
characterized their peroxisomal equipment by transmission
electronic microscopy and analyzed the expression of
oligodendrocytic and peroxisomal markers at the transcrip-
tional and/or translational levels by various methods (fluo-
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rescence microscopy, flow cytometry, western blotting, and
real-time PCR). We were interested in myelin proteins
including PLP and MBP, in markers of differentiated
oligodendrocytes (CNPase and MOG), as well as in several
peroxisomal markers [ALDP (ABCD1), adrenoleukodystro-
phy related protein (ALDRP) (ABCD2) and peroxisomal
membrane protein of 70 kDa (PMP70) (ABCD3), L-perox-
isomal bifunctional enzyme (L-PBE), ACOXI1, and catalase].
Catalase and ACOXI1 activities were also quantified by
spectrophotometry and fluorimetry, respectively. Moreover,
we tested the ability of 158N and 158JP cells to respond to 4-
phenylbutyrate (4-PBA) known to induce peroxisome pro-
liferation and peroxisomal genes (Gondcaille et al. 2005) and
to be efficient in reducing VLCFA accumulation in the brain
of Abcdl-null mice (Kemp er al. 1998). In addition, as the
mitochondrial and redox status can be modified in the case of
ABCDI deficiency and/or VLCFA accumulation (Fourcade
et al. 2008; Hein et al. 2008), mitochondrial activity and
content as well as redox status were measured by flow
cytometry. Finally, as abnormal PLP expression leading
to demyelination can modulate mitochondrial activity
(Bongarzone et al. 2001), the interaction of PLP with
mitochondria was investigated by laser scanning confocal
microscopy.

Materials and methods

Reagents

Antibodies raised against MBP (ab53294), PLP (ab28486), and
catalase (ab16771) were purchased from Abcam (Abcam, Paris,
France); PMP70 antibodies (71-8300) from Invitrogen (Cergy-
Pontoise, France); MOG antibodies (MAB2439) from R&D
Systems (Minneapolis, MN, USA); CNPase antibodies (C5922)
from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Antibodies against
ACOXI1 and L-PBE have been described elsewhere (Huin et al.
2002) and were produced in the laboratory by Prof. Cherkaoui-
Malki. Antibodies raised against ALDP (serum 1664) were a
generous gift from Prof. Aubourg (INSERM, Paris, France)
(Fouquet et al. 1997). The following dyes were used: Hoechst
33342 and Hy-DCFDA (Sigma-Aldrich); dihydroethidium (DHE),
nonylacridine orange (NAO), Mitotracker Red, and 3,3’-dihexylox-
acarbocyanine iodide [DiOCq(3)] (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA/Invitrogen); monochlorobimane (MCB) (Biochemica, St.
Louis, MO, USA). The Amplex Red catalase assay kit was from
Invitrogen. The 4-PBA used was from Sigma-Aldrich.

Cells, cell cultures, and cell treatments

Murine oligodendrocytic cells 158N and 158IP (Feutz et al. 2001)
were sceded at 5000-10 000 cells/cm” either in 75-cm” culture
flasks or in Petri dishes (100 mm in diameter) in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium supplemented with 5% (v/v) heat
inactivated fetal bovine serum (PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach,
Germany). Cells were incubated at 37°C in a wet atmosphere
containing 5% CO,. The conditions of treatment with 4-PBA were
the following. After plating cells in culture flasks for 24 h, cells
were treated for 72 h with 2.5 mM of 4-PBA.

© 2009 The Authors

Transmission electron microscopy of peroxisomes and
mitochondria

Transmission electron microscopy was used to visualize peroxi-
somes and mitochondria in 158N and 158JP cells cultured in the
absence or in the presence of 4-PBA (2.5 mM, 72 h). Hepatic
sections of 9- to 10-week-old C57 Black/6 males were used as
positive controls for peroxisomal analysis. For peroxisomal local-
ization, cells and tissue sections were prepared as follows (Schrader
et al. 1994). The samples were fixed for 1 h at 4°C in 2.5% (w/v)
glutaraldehyde diluted in cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.4), washed
in cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.4), incubated in the dark for 1 h at
21°C in Tris—HCI (0.05 M, pH 9.0) containing diaminobenzidine
(2.5 mg/mL) and H,O, (10 pL/mL of a 3% solution), washed in
cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.4) for 5 min at 21°C, post-fixed in
1% (w/v) osmium tetroxide diluted in cacodylate sodium (0.1 M,
pH 7.4) for 1 h at 21°C in the dark, and rinsed in cacodylate buffer
(0.1 M, pH 7.4). The preparations were then dehydrated in graded
ethanol solutions and embedded in Epon. Ultra-thin sections were
cut with an ultramicrotome, contrasted with uranyl acetate and lead
citrate, and examined under an H7500 electron microscope (Hitachi,
Tokyo, Japan).

Immunofluorescence staining procedures, and antigen analysis by
conventional fluorescence microscopy. laser scanning confocal
microscopy, and flow cytometry

Immunofluorescence staining was performed on cells seeded at
10 000 cells/em® on 12-mm glass coverslips. After 3 days of
culture, cells were fixed with 2% p-formaldehyde for 5-15 min at
21°C or with 2.5% glutaraldehyde for 1 h at 4°C, washed with
phosphate-buffered saline (PBS), pre-incubated with FACS permea-
bilizing solution (BD-Biosciences, San Jose, CA, USA) for 5 min at
21°C, and incubated with blocking buffer (PBS, 0.05% saponine;
Sigma-Aldrich), 10% goat or bovine serum (PAN™ Biotech GmbH)
for 20 min at 21°C. After washing in PBS, cells were incubated for
1h at 21°C with the following primary antibodies (mouse
monoclonal antibodies raised against CNPase, catalase, used at 1/
100; rabbit polyclonal antibodies directed against MBP, PLP, and
PMP70 (ABCD3); ACOX1 and L-PBE, and ALDP (ABCD1) used
at 1/60, 1/200, 1/200, 1/100, 1/100, and 1/100, respectively; a rat
monoclonal antibody recognizing MOG used at 1/100) diluted in
blocking buffer, washed in PBS, and then incubated for 30 min
cither with a 488-Alexa (or a 594-Alexa) goat anti-rabbit, anti-
mouse, or anti-rat used at 1/300. Nuclei were counter-stained with
Hoechst 33342 used at 2 pg/mL. After washing with PBS, slides
were mounted, observations were made with an Axioskop Zeiss
microscope, and digitalized images were obtained with an Axiocam
Zeiss camera (Zeiss, Jena, Germany). To investigate the colocaliza-
tion between mitochondria and PLP, cells were incubated with
Mitotracker Red (100 nM, 15 min, 37°C), which stains mitochon-
dria before the immunostaining procedure. Digital images acquisi-
tions were collected with an SP2 AOBS confocal laser microscope
(Leica, Wetzlar, Germany) equipped for epifluorescence micros-
copy. Alexa 488, Mitotracker Red, and Hoechst 33342 were excited
with an argon ion laser, a Helium—Neon laser, and a blue diode,
respectively. The objective magnification was 40x with a 1.25
numerical aperture Plan Apochromatic oil immersion objective for
high resolution (Lizard et al. 1994). Optical sections were obtained
at 0.2 um along the optical axis, and each plane consist of
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1024 x 1024 pixels. Laser and diode powers and detection gains
were set up such that signals from single-stained controls would not
appear in adjacent channels. The focal plane of maximal PLP
expression within the cells was selected to maximize the probability
of detection of colocalization with mitochondria (Santos et al.
2000). For colocalization of PLP and mitochondria, the IMAGEJ
software was used (ImageJ, NIH, Besthesda, MA, USA).

For flow cytometric analyses, cells were collected by trypsiniza-
tion (0.25% trypsin/EDTA solution) (Sigma-Aldrich), washed and
mixed in PBS, and fixed in freshly prepared 2% (w/v) p-formalde-
hyde diluted in PBS, pH 7.4, for 10 min at 21°C. Furthermore, the
cells were treated with the FACS permeabilizing solution 2
(BD-Biosciences) for 10 min. After washing in PBS, cells were
incubated for 20 min with blocking buffer (PBS, 0.05% saponine,
10% goat serum), washed in PBS, and incubated for 1 h at 21°C with
the appropriate primary antibody (mouse monoclonal antibodies
raised against CNPase, catalase, used at 1/100; rabbit polyclonal
antibodies directed against MBP, PLP, PMP70, ACOX1, L-PBE, and
ALDP used at 1/60, 1/200, 1/200, 1/100, 1/100, and 1/100,
respectively; a rat monoclonal antibody recognizing MOG used at
1/100) diluted in blocking buffer. Then, cells were washed twice with
PBS and incubated for 1 h at 21°C either with a 488-Alexa goat anti-
rabbit, -mouse, or -rat antibodies used at 1/300, 1/300 and 1/200,
respectively. For the different secondary antibodies used, conjugated
controls were performed. Cells were washed and mixed in PBS, and
immediately analyzed by flow cytometry on a GALAXY flow
cytometer (Partec, Miinster, Germany). The green fluorescence of
488-Alexa was collected with a 520/10-nm band pass filter. The
fluorescent signals were measured on a logarithmic scale. For each
sample, 10 000 cells were acquired (dead cells and debris were
excluded from the analysis by gating on living cells with the size/
structure density plots), and the data were analyzed with FLowMax
(Partec) and FLowJo softwares (FlowJo Inc., Ashland, OR, USA).

Protein extraction and western blot analysis

Cells obtained after 3—4 days of culture were trypsinized (0.25%
trypsin/EDTA  solution), washed with PBS, and lysed in a
radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer [Tris-HCI 0.05 M,
pH 8, NaCl 0.15 M, sodium dodecyl sulfate (SDS) 0.1%, Na
desoxycholate 0.5%, Nonidet®P-40 (Sigma-Aldrich) 1%, NaF
50 mM, and EDTA 2 mM] in the presence of a complete protease
inhibitor cocktail (Roche Diagnostics Inc., Basel, Switzerland) for
20 min on ice. Cell homogenates were cleared by 15 min
centrifugation at 20 000 g. The supernatant was collected and used
for gel electrophoresis associated with the immunoblot assay. The
protein concentration of the samples was determined using the Bio-
Rad DC protein assay kit (Ivry-sur-Seine, France), and bovine serum
albumin was used as standard. Forty micrograms of total protein
extract were diluted in loading buffer 1x (Tris—HCI, 125 mM, pH
6.8, 16% glycerol, 8% B-mercaptoethanol, 4% SDS, and 0.003%
bromophenol blue). Proteins were further separated by electropho-
resis on a 10% polyacrylamide SDS-containing gel and transferred
onto a polyvinylidene difluoride membrane (Bio-Rad). After
blocking non-specific sites for 2 h with 5% skim milk and 1%
bovine serum albumin in 1x Tris-buffered saline containing Tween
20 (TBST; 10 mM Tris-HCI, 0.1% Tween 20, and 150 mM NaCl,
pH 8), the membranes were incubated overnight at 4°C with various
primary antibodies diluted in TBST, raised either against mice
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ALDP (1/300), ACOX1 (1/500), or L-PBE (1/200). After washing
the membrane with TBST, it was incubated with horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (1/10 000) for 1 h at 21°C.
The membranes were then washed with TBST and revealed using an
enhanced chemiluminescence detection kit (Amersham, Louisville,
CO, USA) and autoradiography.

Enzymatic activities: acyl-CoA oxidase 1 and catalase

To perform enzymatic activity, the protein extract was prepared on
8-30 x 10° cells. Cells were mixed in 7.5 mL PBS containing a
mixture of protease inhibitors (Roche Diagnostics Inc.), and three
successive freezing and thawing cycles were performed. The
samples were sonicated, centrifuged (50 000 g, 30 min), and the
supernatant was collected. ACOX1 activity was assayed by a
fluorimetric assay as described by Oaxaca-Castillo ef al. The
reaction mixture (200 pL) contained Tris buffer (50 mM, pH 8.3),
homovanillic acid (0.75 mM), horseradish peroxidase (20 pg/mL),
and acyl-CoA substrate (palmitoyl-CoA at 50 pM final concentra-
tion). The reactions were started by the addition of 5-20 pL of
enzymatic solution. Catalase activity was quantified with the
Amplex Red Catalase Assay Kit (Invitrogen) which uses the highly
fluorescent oxidation product, resorufin. The absorbance of resoru-
fin-formed solution was measured at 570 nm using a spectropho-
tometer (Serlabo Technologies, Entraigues sur la Sorgue, France).
One unit of the enzyme is defined as 1 pmol of H,O, consumed per
minute and the specific activity is reported as units per milligram of
protein.

Quantitative RT-PCR

Cells were harvested with 0.25% trypsin/EDTA and washed with
PBS. Total RNA from oligodendrocytes (158N or 158JP) was
extracted using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)
following the manufacturer’s instructions. cDNA was generated by
reverse ftranscription using QuantiTect Rev. Transcription Kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s protocol and analyzed by
quantitative PCR using the SYBR Green real-time PCR technology,
and an iCycler iQ Real-Time Detection System (Bio-Rad). The
primer sequences (Abcdl: forward, 5-ACATCCCTATCA-
TCACACCCACTG-3’ and reverse, 5-GAGAACTCTTGCCACA-
GCCATTG-3"; Abcd2: forward, 5-GTTCAAAGAGAAGGAGGA-
TGGGATG-3" and reverse, 5-TGCTCACGGCACTGGTACATTC-
3’; Abcd3: forward, 5'-GCTGGGCGTGAAATGACTAGATTG-3
and reverse, 5-CCTTCTCCTGTTGTGACACCATTG-3"; Acoxl:
forward, 5-GCCCAACTGTGACTTCCATT-3" and reverse, 5'-
GGCATGTAACCCGTAGCACT-3"; and f-actin: forward, 5-AA-
CACCCCAGCCATGTACG-3" and reverse 5-ATGTCACGCA-
CGATTTCCC-3") were chosen using the Beacon Designer Software
(Bio-Rad). PCR reactions were carried out in duplicate in a final
volume of 25 pL containing 12.5 pL of MESA Green qPCR
Mastermix (Eurogentec, Uppsala, Sweden), 5 uL. of cDNA and
forward and reverse primers at 200 nM for Abcdl, 100 nM for
Abcd2, or 300 nM for the other genes (4bcd3, Acoxl, and f-actin)
studied. The PCR enzyme (Tzg DNA polymerase) was heat-activated
at 95°C for 10 min, and the DNA was amplified for 40 cycles at 95°C
for 15 s, 60°C for 30 s, and 72°C for 30 s, followed by a melting
curve analysis to control the absence of non-specific products. For
each transcript, the amplification efficiency was determined by the
slope of the standard curve generated from twofold serial dilutions of
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cDNA. Gene expression was quantified using cycle threshold (Ct)
values and normalized by the f-actin reference gene. The quantita-
tive expression of Abcdl, Abcd2, Abed3, and Acox1 was determined
according to 274" with ACt = (Ct of the gene studied) — (Ct of the
p-Actin gene), or as fold induction of the control.

Flow cytometric characterization of mitochondrial and redox
status

The mitochondrial potential (A%¥'m) was measured with DiOCq(3)
used at 40 nM (Miguet et al. 2001). The DiOCq(3)-related green
fluorescence was analyzed by flow cytometry and collected through
a 520/10-nm band pass filter. The mitochondrial mass was studied
with NAO (Ratinaud et al. 1988). To this end, cells mixed in PBS at
5 x 10° cells/mL were incubated for 30 min at 37°C with NAO
used at 5 nM. After washing and mixing in PBS, cells were
analyzed by flow cytometry, and the green fluorescence of NAO
was collected through a 520/10-nm band pass filter. Both 27,7-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,-DCFDA) and DHE were
used to characterize the production of reactive oxygen species
(ROS) and of superoxide anions (O,"), respectively (Bass et al.
1983; Rothe and Valet 1990). To measure the production of ROS,
cells (10° cells/mL of culture medium) were incubated with H,-
DCFDA used at 6 pM final for 10 min at 37°C, and the green
fluorescence of 2’,7’-dichlorofluorescein resulting from the oxida-
tion of H,-DCFDA was analyzed by flow cytometry and collected
through a 520/10-nm band pass filter. DHE, a non-fluorescent
compound rapidly oxidized in ethidium under the action of O,~
(Rothe and Valet 1990), was prepared at 10 mM in dimethylsulf-
oxide, and used at 2 uM on cell samples (10° cells/mL of culture
medium). After 15 min of incubation at 37°C, cells were analyzed
by flow cytometry. The red fluorescence of ethidium was collected
through a 590/10-nm band pass filter.

The redox status was evaluated by the level of intracellular
reduced GSH after staining with MCB (Lizard et al. 1998). MCB,
prepared at 4 mM, was added at 100200 puM in cell suspensions
(10° cells/mL in PBS). After 15 min of incubation at 37°C, cells
were washed and mixed in PBS, and the blue fluorescence of MCB
was collected with a 420-nm long pass filter. The fluorescent signals
were measured on a logarithmic scale on a GALAXY flow
cytometer (Partec) equipped with an argon laser, and with a
mercury xenon lamp (to excite MCB). For each sample, 10 000 cells
were acquired. The data were analyzed with FLowMax (Partec) and
FrowlJo softwares (FlowJo Inc.).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed on at least three independent
experiments using SIGMASTAT 2.03 software (Systat Software Inc.,
Chicago, IL, USA) with the Mann—Whitney test, and data were
considered statistically different at p < 0.05.

Results

Analysis of oligodendrocytic and myelin markers using
fluorescence microscopy and flow cytometry in 158N and
158JP cells

The expression of markers of differentiated oligodendrocytes
(CNPase and MOG), and of major myelin proteins (PLP and
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MBP) was determined by fluorescence microscopy and flow
cytometry. High levels of CNPase (Fig. la—c) and MOG
(Fig. 1d—f) expression were observed. In agreement with
previous investigations (Feutz et al. 2001; Ghandour et al.
2002), high levels of MBP (Fig. 1g—i) and PLP (Fig. 1j-1)
expression were found. The expressions of CNPase, MOG,
MBP, and PLP were cither slightly or substantially higher in
158N than in 158JP cells.

Peroxisomal and mitochondrial content

Transmission electron microscopy was used to visualize
peroxisomes in murine oligodendrocyte 158N and 158JP
cells. Tissue sections from mice liver were used as positive
controls (Fig. 2a and b). In 158N and 158JP cells, peroxi-
somes were also detected at the cytoplasmic level (Fig. 2¢c—f),
but they were less numerous than in murine hepatocytes and
had a heterogeneous aspect in the diaminobenzidine reaction
deposit. We also investigated the morphological aspects of
mitochondria in 158N and 158JP cells. Figure 2¢—f shows
clear morphological differences, in size and shape, between
the mitochondria from 158N and 158JP cells. Indeed, the
mitochondria from 158JP cells (Fig. 2f) were generally larger
and more rod-shaped than the mitochondria of 158N cells
(Fig. 2d). Thus, the consequences of PLP mutation and
myelin synthesis disruption in the oligodendrocyte cell line
158JP might have a morphological impact on mitochondria
shape.

Analysis of peroxisomal markers by fluorescence
microscopy, flow cytometry, and western blotting

The expression of the peroxisomal ABC transporters ALDP
and PMP70 encoded by the Abcdl and Abcd3 genes,
respectively, and of the peroxisomal enzymes (catalase,
ACOXI1, and r-PBE) was determined by fluorescence
microscopy, flow cytometry, and western blotting on 158N
and 158JP cells. On these two cell lines, as shown by
fluorescence microscopy and flow cytometry analyses, a high
level of ALDP (Fig. 3a—) and PMP70 (Fig. 3d—f) expres-
sion were observed. Substantial expression of catalase
(Fig. 3g-1), ACOX1 (Fig. 3j-1), and r-PBE (Fig. 3m—o0)
were also detected. The expression of these peroxisomal
markers was always higher in 158JP than in 158N cells. The
expression of ALDP, ACOX1, and .-PBE was confirmed by
western blot analysis, which revealed the characteristic bands
of these molecules (Fig. 3p). Thus, a major band at 75 kDa
for ALDP, and an expected band at 78 kDa for L-PBE were
identified (Fig. 3p) (Suzuki et al. 1994; Fouquet et al. 1997).
The native 72-kDa ACOX1 protein is known to be cleaved
inside the peroxisome mainly into a 50-kDa polypeptide
protein (Oaxaca-Castillo et al. 2007). Using a polyclonal
antibody, we detected the 72 and 50 kDa bands in 158N and
158JP cells, and these bands were not detected in the
deficient ACOX1 fibroblasts (ACOX1—/—) used as negative
control (Fig. 3p).
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Fig. 1 Expression analysis of oligodendro-
cytic and myelin markers in murine
oligodendrocytes 158N and 158JP. Fluo-
rescence microscopy and flow cytometry
analysis were accomplished on subconflu-
ent murine oligodendrocytes 158N and JP
to determine the expression of oligoden-
drocyte differentiation markers such as
2',3" eyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase
(CNPase; a—c), myelin oligodendrocyte
glycoprotein (MOG; d—f), major myelin pro-
teins (proteolipid protein; PLP; g-i), and
myelin basic protein (MBP; j-I). Data shown
are representative of three to six indepen-
dent experiments. Scale bar, 10 um. Con-
trol corresponds to conjugated control.

Fig. 2 Transmission electron microscopy
analysis of peroxisomes and mitochondria
in murine oligodendrocytes 158N and
158JP. Livers of 9- to 10-week-old C57
Black/6 males were used as positive con-
trols for peroxisome cytochemical analysis.
(a) Numerous peroxisomes (white arrows)
are observed in a hepatocyte. (b) These
peroxisomes were clearly observed at high
magnification in the presence of diam-
inobenzidine and H,O,. In 158N (c and d)
and 158JP (d and e) cells, compared with
murine hepatocytes, only a few peroxi-
somes were observed. Most often, the
number of mitochondria (dark arrows)
seems lower in 158N (c) than in 158JP (e).
Data shown are representative of three
independent experiments.
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Fig. 3 Expression analysis of the peroxi-
some transporters and peroxisomal en-
zymes in murine oligodendrocytes 158N
and 158JP. Conventional fluorescence
microscopy and flow cytometry analyses
were performed on subconfluent murine
oligodendrocytes 158N and JP for peroxi-
somal transporters (ALDP (ABCD1; a—c),
and PMP70 (ABCD3; d-f) and for peroxi-
somal enzymes (catalase; g-i), acyl-CoA
oxidasel (ACOX1; j-I), and peroxisomal
bifunctional enzyme (L-PBE; m—o0). ALDP, (p)

ACOX1

L-PBE
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ACOX1, and L-PBE expression were also
characterized using western blotting (p).
Data shown are representative of three to
six independent experiments. Scale bar,
10 pum. Control corresponds to conjugated
control. To investigate ACOX1 expression
by western blotting, we used homogenate
from human fibroblasts deficient in ACOX1

T5kDa —p |

(ACOX1-/-).

Analysis of peroxisomal markers by RT-qPCR

The relative expression level of the Abcdl, Abcd2, Abcd3,
and ACOXI genes was determined in 158N and 158JP
murine oligodendrocytes by RT-qPCR and evaluated accord-
ing to 27ACt calculated comparatively to B-actin (Fig. 4).
Similar expression levels of Abcdl and Acox! were observed
in 158N and 158JP cells, while the expression levels of
Abcd2 and Abcd3 were higher in 158JP than in 158N cells.
Moreover, Abcd2 was very weakly expressed in 158N cells,
whereas its expression level in 158JP cells was in the range
observed for Abcdl and Acoxl.

4-Phenylbutyrate responses of 158N and 158JP cells

4-Phenylbutyrate has been previously shown to induce
peroxisomal genes and peroxisomal proliferation especially
in rat hepatocytes (Gondcaille et al. 2005). It was therefore
interesting to evaluate the response of 158N and 158JP
cells to 4-PBA. Under treatment with 4-PBA (2.5 mM,
72 h), cell growth was strongly inhibited, and significant
morphological changes were observed in both cell types
(Fig. 5a—d). In 158N cells, the expression of the peroxi-
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(Fig. 5e), as well as the expression of the myelin protein
PLP (Fig. 5f) and the oligodendrocyte markers, MOG and
CNPase (Fig. 5g). On 158JP cells, only a weak stimulation
of the expression of CNPase was observed (Fig. Se—g). As
4-PBA was shown to induce the transcription of 4bcd?2 but
not Acox! in glial cells (Gondecaille er al. 2005), the
expression levels of these genes was evaluated by RT-
gqPCR in both 4-PBA-treated or untreated 158N and 158JP
cells. Data from Fig. SI show that, in 158N cells, the
mRNA levels of both Abcd2 and Acoxl was unchanged
after 4-PBA treatment, while in 158JP cells 4-PBA induces
slightly the mRNA level of Acox! and strongly the mRNA
level of Abcd?2.

In addition, specific activities of peroxisomal enzymes
were also compared in untreated and in 4-PBA-treated
158N and 158JP cells. Whereas the catalase activity was
similar in 158N and 158JP cells (Fig. 6a), ACOX1 activity
was higher in 158JP than in 158N cells (Fig. 6b). In
HA4IIC3 rat hepatoma cells, used as positive controls, the
catalase activity was approximately three times higher than
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Fig. 4 Oligodendrocyte expression levels of genes encoding peroxi-
some transporters (Abcd1, Abcd2, and Abcd3) or peroxisomal enzyme
(Acox1) in murine oligodendrocytes 158N and 158JP, respectively.
The mRNA levels were measured using real-time RT-gPCR and
normalized to B-actin. Data presented are the mean + SD of two or

three experiments (carried out in duplicate) and are expressed as
27ACt‘

in 158N and JP cells (data not shown). Thus, in both cell
types, the 4-PBA treatments resulted in a significant
increase in the activity of both enzymes (Fig. 6a and b).
Observations made by transmission electron microscopy
did not show a peroxisomal proliferation under treatment
with 4-PBA in either 158N or 158JP, whereas an increase
in the size of peroxisomes was found in 158N cells (data
not shown).

Redox and mitochondrial status of 158N and 158JP cells

The oxidation of fatty acids requires both peroxisomal and
mitochondrial activities, and the metabolic activities of
these organelles are tightly connected to ensure the
degradation of fatty acids contributing to produce
acetyl-CoA. Therefore, the mitochondrial and redox status
of murine oligodendrocytes of 158N and 158JP cells was
investigated by flow cytometry with various dyes. The
spontaneous production of ROS and of superoxide anions
(027) measured by flow cytometry after staining with
H,-DCFDA and DHE, respectively, was significantly
greater in 158JP than in 158N, as well as the intracellular
level of reduced GSH quantified with MCB (Table 1). The
AWm, and the mitochondrial mass determined by flow
cytometry after staining with DiOC¢(3) and NAO, respec-
tively, were also significantly higher in 158JP than in
158N cells. These data show substantial differences
between the redox and the mitochondrial status of 158N
and 158JP cells.
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Confocal laser microscopic analysis of the interaction of
PLP with mitochondria

As 158JP cells express a mutated PLP form (Feutz et al.
2001) and as this protein could modulate the A¥m
(Bongarzone et al. 2001) and contribute to the induction of
a mitochondria-dependent form of cell death (Cerghet et al.
2001), we hypothesized that PLP could play a role in the
differences in mitochondrial status observed between 158N
and 158JP. Thus, by confocal laser scanning microscopy,
after mitochondrial staining with Mitotracker Red and PLP
identification by indirect immunofluorescence with Alexa
488, we studied the colocalization of PLP with mitochondria
(Fig. 7). The number of colocalization sites of PLP with
mitochondria were significantly (p < 0.05) lower in 158N
cells (2783 + 4) (Fig. 7a-d), than in 158JP cells (9581 + 23)
(Fig. 7e-h), supporting the hypothesis that PLP, in addition to
its role in myelination, might contribute to other cellular
functions.

Discussion

The CNS comprises different cell types: neurons, microglial
cells, and glial cells consisting of astrocytes and oligoden-
drocytes. In the CNS, oligodendrocytes synthesize myelin
made up of lipid (up to 70% dry weight) and two major
proteins: the MBP and the PLP (Baumann and Pham-Dinh
2001; Taylor et al. 2004). The myelin sheath of the CNS is
formed by membranes that extend from oligodendrocytes
and wrap concentrically around nerve fibers, thereby
insulating them and facilitating rapid transmission of nerve
impulses (Harauz eral 2004). Myelin is a dynamic
functionally active membrane, and its disruption because
of intrinsic or environmental factors (Horster et al. 2005;
Eichler and van Haren 2007) can result in serious
neurological disorders including central and peripheral
neuropathies (Zhou and Griffin 2003), inflammatory demy-
elinating diseases such as multiple sclerosis (Steinman
2008), and leukodystrophies such as Pelizaeus—Merzbacher
disease, X-ALD, and P-NALD (Koeppen and Robitaille
2002). Given that oligodendrocytes damage is observed in
these different pathologies and that it has been demon-
strated that oligodendrocytes play a crucial role in the
progression of X-ALD (Kassmann efal 2007), it is
important to develop cellular models as better knowledge
of oligodendrocyte biology is crucial for the understanding
of demyelination and remyelination mechanisms. To this
end, murine or rat primary cultures of oligodendrocytes, as
well as organotypic cultures can be used. However, these
culture methods are difficult to standardize, and it may be
advantageous to work on established oligodendrocyte cell
lines. Consequently, we did an extensive characterization of
the two murine oligodendrocyte cell lines 158N and 158JP
isolated from the brain of normal and jimpy mice,
respectively.
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Fig. 5 Effect of 4-phenylbutyrate on the
expression of peroxisomal proteins, and
oligodendrocyte and myelin markers. (a—d)
Phase-contrast microscopy showing un-
treated and 4-PBA (2.5 mM, 72 h)-treated
158N and 158JP cells. Scale bar, 30 um.
Flow cytometric analysis of the expression
of peroxisomal proteins (PMP70, ACOX1,
and L-PBE; e), major proteins of myelin
(PLP and MBP; f), and oligodendrocyte
markers (CNPase and MOG; g) on un-
treated and 4-PBA (2.5 mM, 72 h)-treated
158N and 158JP cells. Data shown are
representative of two to three independent
experiments. Control corresponds to con-
jugated control.
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In agreement with previous investigations (Feutz et al.
2001; Ghandour et al. 2002), both cell lines strongly express
the two major proteins of myelin, PLP and MBP, which
account for 50% and 30% of whole myelin proteins,
respectively (Taylor et al. 2004). In addition, these cells
strongly express CNPase and MOG. CNPase is a myelin-
associated enzyme localized almost exclusively in the cells
elaborating myelin (oligodendrocytes and Schwann cells),
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and it is involved in the growth of myelin membrane during
carly oligodendrocyte membrane biogenesis (Sprinkle 1989).
Whereas MOG only accounts for 0.1% of oligodendrocytic
proteins, it is considered that this protein, which belongs to
the immunoglobulin superfamily and plays important roles in
the immune response associated with multiple sclerosis
(Clements et al. 2003), could also contribute to the stability
of myelin structure (Horster e al. 2005). Thus, as 158N and
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Fig. 6 Effects of 4-phenylbutyrate on catalase and ACOX1 activities
in murine oligodendrocytes 158N and 158JP. The activities of the
peroxisomal enzymes (catalase, a and ACOX1, b) were determined
on subconfluent murine oligodendrocytes 158N and JP cultured in
the absence or in the presence of 4-PBA used at 2.5 mM for 72 h. The
enzymatic activities are expressed in fold induction comparatively
to those of 158N cells used as reference. In these cells, catalase
specific activity was 21.56 + 2.99 umol/min/mg of proteins and
ACOX1 specific activity was 6.00 + 0.28 nmol/min/mg of proteins.
Data shown are representative of two independent experiments car-
ried out in triplicate. Results are presented as mean + SD; *p < 0.05.

158JP cells express major proteins involved in the elabora-
tion, the structure, and the immunoreactivity of myelin, they
could be useful to study the effects of intrinsic and extrinsic
factors on oligodendrocytic differentiation and study the role

Table 1 Redox and mitochondrial status of murine oligodendrocytes
158N and 158JP

Assays 158N 158JP

ROS (H.-DCFDA) 113.59 + 25.09 170.20 + 9.50*

O, (DHE) 2.83 £ 0.60 14.07 + 0.92***
GSH (MCB) 13.80 + 0.51 33.87 = 2.01**
A¥m [DIOC4(3)] 47.05 + 10.50 122.60 + 14.67*
Mitochondrial mass (NAO) 34.44 + 2.80 88.15 + 9.57***

MCB, monochlorobimane; NAO, nonylacridine orange; ROS, reactive
oxygen species; A¥m, mitochondrial potential. Data are mean + SD of
three independent experiments. Statistic significance of the differences
between 158N and 158JP cells; *p < 0.05, **p < 0.005, and ***p <
0.001. Data are expressed as AMF| (mean fluorescence intensity)
AMFI| = MFI of stained cells — MFI of unstained cells.
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of the cellular metabolism in various pathologies associated
with important myelin disorders such as the peroxisomal
diseases X-ALD and P-NALD.

Several hypotheses have been postulated to explain the
physiopathogenesis of the peroxisomal disorders, one of
them presenting the toxicity of VLCFA for the myelin-
producing cells as central. So, it was important to charac-
terize the peroxisomal equipment of the 158N and 158JP
cells. Using transmission electron microscopy, some peroxi-
somes were detected in both cell lines, but they were less
numerous than in mice hepatocytes. Interestingly, by using
flow cytometry, western blotting, and/or RT-gPCR, we
evidenced that 158N and 158JP express at a similar level
the following peroxisomal markers: ALDP and PMP70
corresponding to the peroxisomal ABC transporters ABCD1
and ABCD3, respectively, as well as the peroxisomal
enzymes catalase, ACOX1, and L-PBE.

Concerning X-ALD, several pharmacological com-
pounds have been tested in vifro or in vivo to induce
peroxisomal f-oxidation. One of them, 4-PBA, has been
shown to induce the expression of Abcd? in mixed
primary culture of murine oligodendrocytes and astrocytes
(Gondcaille ef al. 2005). It was therefore interesting to
analyze the effect of 4-PBA on the 158N and 158JP cells.
4-PBA treatments resulted in morphological changes
concerning the size and shapes of peroxisomes were only
observed in 158N cells. Similarly, enhanced protein
expression of ACOXI1, L-PBE, PLP, MOG, and CNPase
was also only observed in these oligodendrocytes isolated
from normal mice, whereas CNPase was only slightly
increased in 158JP cells. Although ACOXI is induced by
4-PBA at both protein and enzymatic activity levels, no 4-
PBA effect has been detected for its mRNA. Thus, the
ACOXI expression in treated 158N cells could involve the
existence of a post-translational up-regulation mechanism,
which has been previously reported for other peroxisome
proliferators (Hashimoto 1987). Furthermore, it was also
reported that 158JP cells have a defective cAMP metabolic
pathway (Feutz ef al. 2001). These observations, together
with previous results showing that 158JP were unable to
respond to basic fibroblast growth factor (Feutz ef al.
1995) and dibutyryl cAMP (Feutz ef al. 2001), suggest
that 4-PBA-induced ACOXI1, 1-PBE, PLP, and MOG
could occur in 158N through a ¢cAMP-dependent pathway.
On the other hand, as CNPase expression and catalase
activity are enhanced by 4-PBA in both cell lines, our data
support that these events could be independent of the
cAMP pathway.

Surprisingly, in the absence of any treatment, adrenoleu-
kodystrophy related protein (ALDRP) (ABCD2) gene was
found poorly expressed in 158N cells when compared with
158JP cells, which harbor mutation in the PLP gene (Macklin
et al. 1987). The increase of the basal expression of 4bcd?2
gene in 158JP cells raises the question about the relationship
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. ] Overlay ..
PLP Mitochondria Mitotracker red Colocalization
(Alexa 488) (Mitotracker red) + Alexa 488 + Hoechst (PLP and mitochondria)

158 N

158 JP

Fig. 7 Analysis of the colocalization of PLP and mitochondria by
confocal laser scanning microscopy. PLP was revealed with Alexa 488
and mitochondria were stained with Mitotracker Red. The nuclei were
counter-stained with Hoechst 33342. Overlay (¢ and g) was performed
on optical sections showing the highest PLP-associated fluorescence
(a and e) to maximize the probability of detection of PLP with mito-
chondria (b and f). The green dots correspond to colocalization sites

between dysmyelination in JP mice oligodendrocytes and
Abcd? gene regulation. Interestingly, PLP gene expression in
oligodendrocytes was shown to be regulated via derepression
mechanism involving several negative regulatory elements.
Accordingly, such repression/derepression mechanisms
could explain the low level of Abcd2 mRNA in the
myelinating 158N oligodendrocytes when compared with
the strong induction of Abcd2 mRNA level in 4-PBA-treated
158JP cells. Therefore, the use of both 158N and 158JP cell
lines, instead of primary culture of murine oligodendrocytes,
will be greatly helpful to depict the regulation of Abcd2 gene
expression and the involved transcription factors, and to
understand the substrate specificity of different peroxisomal
ABC transporters using gene silencing and/or gene transfec-
tion methods.

Peroxisomes and mitochondria are ubiquitous and tightly
connected organelles, which have an indispensable role in
the cellular metabolism of higher eukaryotes (Schumann and
Subramani 2008), and peroxisomal alterations can potentially
influence mitochondrial functions (Fourcade et al. 2008;
Hein er al. 2008). Consequently, given that peroxisomal and
mitochondrial dysfunctions are often associated with neuro-
logical and developmental defects and that peroxisomes and
mitochondria have been suggested to contribute to patho-
logical conditions associated with oxidative stress (Schrader
and Fahimi 2006), the mitochondrial and the redox status

© 2009 The Authors

(d and h). Interestingly, the number of green pixels are strongly higher
in 158JP cells (9581 + 23 green pixels/cell; h) than in 158N cells
(2783 =+ 4 green pixels/cell; d). The localization of PLP at the mito-
chondrial level was investigated with the colocalization finder plug-in of
ImageJ software. For each slide observed, three microscopical fields
were examined (four to six cells per field). Data shown are specific of
three independent experiments. Scale bar, 10 um.

were simultaneously studied in 158N and 158JP cells.
Interestingly, significant differences were observed between
158N and 158JP cells: the spontaneous production of ROS
and O, was higher in 158JP than in 158N as well as the
GSH level;, AYm and the whole mitochondrial mass were
also higher in 158JP than in 158N. Although the primary
causes of these differences are difficult to establish, it is
tempting to speculate that the highest expression of mutated
PLP observed in 158JP might be involved. This hypothesis is
supported by the strong colocalization of PLP and mito-
chondria observed mainly in 158]JP. Therefore, as previously
suggested, in addition to its important role in myelin
structure and functions, PLP might have additional roles
(Campagnoni and Skoff 2001). Indeed, potential roles of PLP
in the induction of cell death have been suggested (Bon-
garzone et al. 2001), and it has been clearly established that
increased levels of PLP favor the death of oligodendrocytes
and neurons (Boucher et al 2002; Skoff ef al 2004).
Therefore, based on the data obtained in the present
investigation and on those of the literature, we suggest that
PLP could modulate the mitochondrial and the redox status,
which subsequently could contribute to trigger cell death.
Our study shows that 158N and 158JP cells express the
main proteins of mature oligodendrocytes (CNPase, MOG,
and the two major proteins of myelin, PLP and MBP),
contain major peroxisomal proteins and/or mRNAs [ALDP
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(ABCD1), PMP70 (ABCD3), catalase, ACOX1, and L-PBE],
and have different mitochondrial content and activities, and
redox status. Interestingly, under treatment with 4-PBA, the
expression of some of these proteins is enhanced, especially
in 158N cells while 4bcd2 gene expression is only modu-
lated in 158JP. Therefore, our data support that 158N and
158JP cells can provide powerful models to explore the
relationships between peroxisome, mitochondrial metabo-
lism, and myelin protein expression, and to dissect the
complexity of the molecular mechanisms involved in some
neurodegenerative diseases, especially X-ALD, P-NALD,
and multiple sclerosis.
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Supplementary file: Effects of 4-phenylbutyrate on the expression levglof genes encoding
for Abcd2 and Acox1 in murine oligodendrocytes 158Nind 158JP The mRNA levels were
measured in control and 4-PBA (2.5 mM, 72 h)-tréat&8N or 158JP cells. using real-time

RT-gPCR and normalized f@actin. Data presented are the mean + standardtoeva three

experiments (done in duplicate) and are expresséalGinduction of the control.
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Il Article 2 : Pro-oxidative activities of Abcd1 or Acox1 deficiency,
and of VLCFA on murine oligodendrocytes support evidences of

lipid peroxidation in X-ALD patients

(Soumis a Human Molecular Genetics)

Mauhamad Baarine, Zilal Kattan, Kévin Ragot, Pierre Andréoletti, AmnAthias,

Emmanuelle C Genigtéphane Savary, Mustapha Cherkaoui-Malki, Gérarart

1 Introduction

L'X-ALD et la P-NALD sont des maladies peroxysonml@elemyélinisantes résultant
respectivement de dysfonctionnements de I'hémipamsur peroxysomal ABCD1 et de
'enzyme ACOX1, premiere enzyme de flaoxydation peroxysomaléMosseret al., 1993;
Fournieret al.,1994) Ces deux pathologies ont en commun une accuronlayitoplasmique

et tissulaire d’AGTLC (C24:0 et C26:0). Comme lergxysomes sont impliqués dans le
meétabolisme des AG, ainsi que dans le métabolisete e$peéces réactives de I'oxygene
(ERO) et de l'azote (ERN), nous avons étudié léstefpro-oxydants des AGTLC sur des
oligodendrocytes murins 158N exprimant ou msincdl ou Acox1. Aprés avoir quantifié
'accumulation des AGTLC (utilisés a 5, 10 et 20 udans les cellules et leur répartition
dans différentes sous-classes de lipides, noussagaaiué la mort cellulaire induite par les
AGTLC (a 24 et 48 h) et déterminé les effets desTAG sur le statut RedOx (a 24 h) en
prenant en compte : 1) la production des ERO et ERMNs défenses anti-oxydantes (taux de
glutathion réduit, activités catalase et SOD), &) peroxydation lipidique (4-HNE, 7-
hydroxycholestérols, HODES) et les conséquencd®xiglation au niveau de I'’ADN et des
protéines, 4) l'effet de I'extinction des genes gestéines peroxysomales Abcdl et Acoxl
sur la production d’ERO et ERN. En utilisant dessphas de patients avec différentes formes
d’X-ALD fournis par le Pr Patrick Aubourg (INSERMMR 745 / Hopital St Vincent de

Paul, Paris), nous avons recherché des marqueurspedexydation lipidique (7-
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hydroxycholestérols, HODES) dans ces échantillamdesquels les taux de C24:0 et C26:0
ont été également mesuré. Des plasmas de sujetamoont été utilisés comme contrdle.

Ce travail a permis de montrer, en accord avecéggdtats obtenus par d’autres équifésin

et al.,2008; Fourcadet al.,2008) que les AGTLC ont des effets anti-prolifératifsaetivent

la mort cellulaire des cellules 158N en provoquamd dépolarisation des mitochondries des
20 uM.

De plus, ce travail a fournis des informations redl@s permettant de mieux comprendre la
physiopathologie de I'’X-ALD et de la P-NALD : 1xakcumulation de C24:0 et C26:0 induit
un stress oxydant important; 2) l'extinctionAticdl ou d’Acoxl est suffisante pour
augmenter le stress oxydant ; 3) I'extinctiolotd1ou d’Acoxlaccentue le stress oxydant
induit par les AGTLC.

Par alilleurs, les analyses biochimiques réaliséas QPG (Chromatographie en Phase
Gazeuse) ou HPLC (Chromatographie Liquide a HaugzfoRnance) couplée a la
spectrométrie de masse (MS) sur le plasma de pat@asentant différentes formes d’X-
ALD ont montré des augmentations importantes das te marqueurs de peroxydation
lipidique (7-hydroxcholestérols, HODES) résultahirdstress oxydant chez 80% des malades
atteints de CCALD. Dans les autres formes d’X-ALDins séveres (ACALD, AMN et
Addison), cette accumulation est moins importa@tgtte étude révele pour la premiere fois la
présence de marqueurs du stress oxydant signiraéint plus élevés chez les sujets atteints
de CCALD, renforcant I'’hypothese selon laquellestieess oxydant pourrait intervenir dans
I'évolution de I’X-ALD (Sing & Pujol, 2010)
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Abstract

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) and pseudoonatal adrenoleukodystrophies (P-
NALD) are demyelinating diseases resulting from fbectional loss of the peroxisomal
ATP-binding cassette transporter D (ABCD1) and fraamgle peroxisomal enzyme
deficiency (Acyl-CoA oxidasel: ACOX1), respectivelgvolved in the metabolism of very
long chain fatty acids (VLCFA: C24:0, C26:0). Asrg@asomes are involved in the
metabolism of reactive oxygen species (ROS) andgen species (RNS), we examined the
impact of VLCFA on 158N murine oligodendrocytes eegsing or not Abcdl or Acox1l. We
show that VLCFA inhibit cell growth, induce cell at@, activate an oxidative stress
characterized by an overproduction of ROS and RE&@ated with lipid peroxidation,
increase superoxide dismutase activity, decreasaglasa activity and glutathione level.
Protein carbonylation and DNA degradation were plesk SiRNA extinction ofAbcdlor
Acoxlincreased ROS and RNS production even in the abseiVLCFA, and contributed to
enhance VLCFA-induced oxidative stress. Noteworthigh levels of peroxidation markers
(total 7-hydroxycholesterols, HODES) were mainlysetved in the plasma of patients with
inflammatory cerebral X-ALD (CCALD). Our data denstrate: i) VLCFA induce an
oxidative stress, ii) Abcdl or Acox1 deficiencysisfficient to disrupt Redox equilibrium, iii)

lipid peroxidation mainly occurs in the most aggres form of X-ALD.

Keywords: X-ALD, P-NALD, lipid peroxidation, VLCFAtotal 7-hydroxycholesterols,

HODEs, 158N oligodendrocytes.
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Introduction

Peroxisomes are single cell membrane organellesepten nearly all eukaryotic cells. They
are essential to some cellular functions such @d Inetabolism [1]. These organelles are
mainly involved in thg3-oxidation process of long-chain fatty acids (LCF#¢ry-long-chain
fatty acids (VLCFA) and branched-chain fatty aci@. They are also involved in the
synthesis of specific fatty acids such as docosadmeic acid (DHA, C22:6 n-3) that are
essential for the brain as well as of plasmaloggaging major roles in the growth of neural
cells [3], and which are important components okehmysheath (a complex of proteins and
lipids: 30% proteins, 70% lipids, mainly cholesteamd sphingomyelin) that extends from
oligodendrocytes and wraps concentrically aroundenéibers, thereby insulating them and
facilitating rapid transmission of nerve impulsd§ [Consequently, alterations of peroxisomal
functions, especially in the oligodendrocytes, favthe accumulation of VLCFA and are
detrimental for the nervous system developmentfanctions [5-7].

Currently, data obtained with transgenic mice suppat the loss of peroxisomes in the
oligodendrocyte lineage is sufficient to lead tangelination in central nervous system.
Indeed, inCNP-Pex5knockout mice [5], the absence of functional pesomes caused
progressive demyelination. At the opposite, wherxisomes were deleted from astrocytes
in GFAP-Pex5 (-/-) mice or from neurons in NEX- Bex/-) mice, the absence of
peroxisomal metabolism in these cells did not pkevthe neurodegenerative phenotype
observed after deleting peroxisomes from oligodecytes whereas a marked accumulation
of VLCFA was observed in brain [7]. Thus, theseadatderline that peroxisomes need to be
present within oligodendrocytes to preserve axowstheir myelin sheath [6].

In humans, the absence of functional peroxisomesseciated with multiple abnormalities
leading to peroxisomal leukodystrophies. X-linkettemoleukodystrophy (X-ALD; OMIM
300100), the most frequent peroxisomal leukodystyofil/17,000), and pseudo-neonatal
adrenoleukodystrophy (P-NALD; OMIM 264470) a velyre peroxisomal leukodystrophy
(1/200,000), are associated with peroxisomal trarisps abnormalities and a single
peroxisomal enzyme deficiency, respectively.

X-ALD is characterized by progressive demyelinatiithin the peripheral and central
nervous system, adrenal insufficiency and accunamaif saturated (C24:0; C26:0), and to a
lesser extent, monounsaturated (C26:1) VLCFA irsmpla and tissues [1, 8, 9]. X-ALD is
characterized by a highly variable clinical speetyuand currently no genotype/phenotype
correlation has been established [10, 11]. It rarigem cerebral demyelinating, inflammatory

childhood phenotypes associated with a poor pragr(@CALD: childhood cerebral ALD),
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to milder adolescent and adulthood disease withlfdemyelination in the central nervous
system (ACALD: adolescent cerebral ALD), to aduttioforms without central nervous
system demyelination and considerably slower symptoprogression (AMN:
adrenomyeloneuropathy) and to Addison disease][X-BLD is caused by mutations in the
ABCD1 gene located in Xg28 encoding a peroxisomal ABCndparter called
adrenoleukodystrophy protein (ALDP), which partatgs in the entry of VLCFA-CoA into
the peroxisome [9, 12, 13]. Recently, as ELOVL1 bhaen reported as the single enzyme
catalyzing the synthesis of both saturated VLCFAR0) and monounsaturated VLCFA
(C26:1), this enzyme provides new insights on ththways leading to elevated levels of
VLCFA in X-ALD [14]. Indeed,VLCFA accumulating in X-ALD are partly absorbed rimo
the diet [15] but mostly result from endogenoustisgais through elongation of LCFA [16].
P-NALD is a very rare single peroxisomal enzymedaieficy (Acyl-CoA oxidasel (ACOX1)
deficiency) characterized by several signs and egmatincluding generalized hypotonia,
deafness, apnea, dysphagia, retinal degeneratitarged liver, and also high plasmatic and
tissular levels of VLCFA [17, 18]. In addition, dthien with P-NALD show
neurodevelopmental regression, neurological detgran, and early die. In human8COX1
gene is located on chromosome 17925 and consisi® @&xons and 14 introns, with two
exons 3 named 3a and 3b [19]. An alternative sgiaf the pre-mRNA leads to the synthesis
of two mature mRNAs, which encode two isoforms: Ad@ and ACOX1b [20, 21].
ACOX1 catalyzes the first and rate-limiting stepstrfaight-chain fatty aci@-oxidation, and
ACOX1 activity leads to enoyl-CoA and hydrogen pede production.

Whereas it is well admitted that myelin synthesisimder the control of peroxisome present
within oligodendrocytes [6], the pathomechanisms<eALD and P-NALD remain unclear.
Therefore, a better understanding of the relatimssivetween accumulation of VLCFA,
peroxisomal status [22, 23], glial cell death [&l;2inflammation and oxidation [27-31]
observed in brain lesions of patients with peroxiab leukodystrophies is still needed.
Among these events, some investigations supporthiipethesis that the oxidative stress
might be a major factor in the pathogenesis of xisomal leukodystrophies, especially in X-
ALD. In a mouse model of X-ALD, in which an ‘AMNHKe’ phenotype was observed
(characterized by an abnormal neurological and \aera phenotype, starting at around 15
months, correlated with slower nerve conductiord anth myelin and axonal anomalies
detectable in the spinal cord and sciatic nervenbuin brain) [32, 33], oxidative damages to
proteins in spinal cord was observed [34]. It w&so ashown that an excess of VLCFA

triggers free radical production vitro andex vivoin an organotypic spinal cord slice culture

109



RESULTATS

system [31, 34]. In humans, in female carriers eARD [35], and in symptomatic and
asymptomatic patients with X-ALD [36, 37] variougidative stress parameters measured in
the plasma and in erythrocytes and fibroblasts vedétesr increased (superoxide dismutase,
thiobarbituric acid reactive species) or decresds®dl anti-oxidant defences, catalase, and
glutathione peroxidase activities). Moreover, ad@ihs pilot trial of valproic acid in X-ALD
patients resulted in reversion of the oxidative dgen of proteins in peripheral blood
mononuclear cells [31].

So, in the present study, we determined the implitte main VLCFA (C24:0, C26:0) found
at increased levels in the plasma and tissuest@a with X-ALD and P-NALD [38] on the
oxidative status of 158N murine oligodendrocytesciwrhave some characteristics of well
differentiated oligodendrocytes [39]. We preciséeé tonsequences of the inactivation of
Abcdl and Acoxl expression on oxidative status, and simultaneousiestigated the
plasmatic levels of C24:0, C26:0 with those of ptitd markers of oxidative stress (total 7-
hydroxycholesterols, hydroxyoctadecadienoic acHISIDES)) in patients with various forms
of X-ALD (CCALD, ACALD, Addison disease, and AMNYI.

We demonstrate that: i) C24:0 and C26:0 are ablimdace an oxidative stress on 158N
murine oligodendrocytes; ii) inactivation éfbcdl and Acox1 expression in 158N cells is
sufficient to induce overproductions of reactiveygen species (ROS) and nitrogen species
(RNS) which are increased by C24:0 and C26:0;pim)ential markers of lipid peroxidation
(total 7-hydroxycholesterols, HODES) are presertigh levels especially in the plasma of

some patients with CCALD, the most severe form &XRD.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell culture and treatments

Normal murine oligodendrocytes (158N) immortalizeith the SV40 large T-antigen derive
from Tabby male (Ta/Y) control mice [40, 41]. Thesdls have some characteristics of well
differentiated oligodendrocytes [39]. They weredsek at 5,000—10,000 cells/€mither in
75-cnf culture flasks or in Petri dishes (100 mm in digeneand cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 5%vjvheat inactivated fetal bovine
serum. Cells were incubated at 37°C in an humidif@mosphere containing 5% &O
trypsinized (0.05% trypsin-0.02% EDTA solution) graksaged twice a week .

C24:0 and C26:0 were from Sigma-Aldrich (St Low¥), USA). They were solubilized in
alpha-cyclodextrin (Sigma-Aldrich) as previouslysdebed [42]. Final concentration of
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alpha-cyclodextrine (vehicle) in the culture mediusnl mg/ml [26]. For the different
experiments, the conditions of treatment with VLCHgetracosanoic acid C24:0;
hexacosanoic acid C26:0) were the followings. Aflating 158N cells in 6 or 12 wells plates
for 48 h, the cells were further treated for 2448rh with various VLCFA concentrations (5,
10, 20, 40 uM) in HAM’s-F10 medium. For transfectadls, cells were plated for 24 h in 12
well plates, transfected with Abcdl or Acoxl siRNAs 24 h in DMEM medium
supplemented with 10% SVF, and then treated fan 24th different VLCFA concentrations
(5, 10, 20 uM) in HAM’s-F10 medium. The concenwas of VLCFA used were in the
ranges of those identified in the plasma of pasiewith X-ALD, P-NALD, and other
peroxisomal leukodystrophies [38, 43].

Cell counting

After trypsinization with a 0.05% trypsin-0.02% EBRTolution, cells were centrifuged, and
resuspended in culture medium. The total numbeet$ was determined after 24 h and 48 h
of treatment with C24:0 and C26:0 (5, 10, 20, adqi#) under a light microscope (Axioskop

right microscope, Zeiss, Jena, Germany) using aatmytometer.

Nuclei staining with Hoechst 33342

Nuclear morphology of untreated and VLCFA-treateliscwas characterized by fluorescence
microscopy after staining with Hoechst 33342 (2npiy/ normal cells are characterized by
round and regular nuclei, apoptotic cells by coseenand/or fragmented nuclei, necrotic
cells by irregular and diffuse nuclei [44]. Cellpdsits of about 40,000 cells were applied to
glass slides by cytocentrifugation (5 min, 1,506)yith a cytospin 2 (Shandon, Cheshire,
UK), mounted in Dako fluorescent mounting mediunakbB, Coppenhagen, Denmark), and
stored in the dark at 4°C until observation. Therphological aspect of cell deposits was
determined with an Axioskop fluorescent microscépeiss, Jena, Germany) by using UV
light excitation. For each sample, 300 cells wer@neined.

Transmission electron microscopy

Transmission electron microscopy was used to \meiahe ultrastructural modifications
induced by VLCFA (C24:0 and C26:0, 20 uM, 24-480h)158N murine oligodendrocytes.
Briefly, the samples were fixed for 1 h at 4°C 6% (w/v) glutaraldehyde diluted in
cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.4), washed twiceatodylate buffer (0.1 M, pH 7.4), post-
fixed in 1% (w/v) osmium tetroxide diluted in cagtate sodium (0.1 M, pH 7.4) for 1 h at
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room temperature in the dark, and rinsed twicedoodylate buffer (0.1 M, pH 7.4). The
preparations were then dehydrated in graded etlsahations and embedded in Epon. Ultra-
thin sections were cut with a diamond knife on #namicrotome, contrasted with uranyl
acetate and lead citrate, and examined under afH&®ctron microscope (Hitachi, Tokyo,

Japan).

Flow cytometric evaluation of cell viability by stang with propidium iodide

At the end of the incubation times (24 - 48 h)he tbsence or in the presence of C24:0 or
C26:0 (5, 10, 20, and 40 uM), 158N cells were aaowith propidium iodide (PI), which
enters cells with permeable plasmatic membranestaids dead cells only [45]. Fluorescence
of Pl was collected using a 590/10 nm bandpass fdhd measured on a logarithmic scale.
Flow cytometric analyses were performed on Galaoy fcytometer (Partec, Minster,
Germany). Ten thousand cells were acquired for eschple. Data were analyzed with

FlowMax software (Partec).

Flow cytometric measurement of transmembrane mitoodrial potential with JC-1
Variations of the mitochondrial transmembrane pidéi ¥,) were measured with 5,5',6,6'-
tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolylcaryenine iodide (JC-1; Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) which allows to determine thegrgage of cells with low ¥,. JC-1 is a
cationic dye that exhibit potential-dependent acglation in mitochondria, indicated by a
fluorescence emission shift from green (=525 nm)reéd (~590 nm). Consequently,
mitochondrial depolarization is indicated by a @ase in the red fluorescence and by an
increase of green fluorescence. In viable cells, gbtential-sensitive color shift is due to
concentration dependent formation of red fluoresdesggregates in mitochondria [46]. JC-1
stock solution was prepared at 1 mg/ml in DMSOrestan the dark at -20°C, and used at 1
rg/ml on cell suspension adjusted at 1 X ddlls per ml of culture medium. Flow cytometric
analyses were performed on Galaxy flow cytometeart@e). Ten thousand cells were
acquired for each sample. Data were analyzed witwJo software (Tree Star Inc., Ashland,
OR, USA).

Flow cytometric measurement of superoxide aniongdhogen peroxide, and nitric oxide

The production of superoxide anions, hydrogen pdegxand nitric oxide was performed on
sub-confluent 158N murine oligodendrocytes cultuiedhe absence or in the presence of
VLCFA (5, 10 and 2@M) for 24 h.
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The whole intracellular production of superoxideioan(O,”) was detected with DHE
(Invitrogen) which is a non-fluorescent compoundalilcan diffuse through cell membranes,
and which is rapidly oxidized in ethidium under thetion of Q™ [47]. DHE was initially
prepared at 10 mM in DMSO and used at\2 final concentration on cell samples of 1810
cells/mL of HAM'S F10 medium. Cells were incubated 15 min at 37°C cells before flow
cytometric analysis.

The mitochondrial production of superoxide anion, (Owas detected with MitoSOX
(Invitrogen). MitoSOX™ Red reagent is live-cell perant and is rapidly and selectively
targeted to the mitochondria. Once in the mitochienditoSOX™ Red reagent is oxidized
by superoxide and exhibits red fluoresceridexé 510 nmAEmM= 580nm). MitoSOX™ Red
reagent is readily oxidized by superoxide but nobther ROS- or reactive nitrogen species
(RNS)—generating systems. The oxidation producbimes highly fluorescent upon binding
to nucleic acids [48, 49]. MitoSOX was initiallygpared at 5 mM in PBS and used at\b
final concentration on cell samples of 181@lls/mL of PBS. Cells were incubated for 15
min at 37°C cells before flow cytometric analysis.

To detect nitric oxide (NO), DAF-FM diacetate (44ao5-methylamino- 2’, 7’-difluorescein
diacetate) (Invitrogen) was used [50]. Inside thlis¢ DAF-FM diacetate rapidly reacts with
NO to form the fluorescent compound benzotriazokevdgve (MEx max 495 nmjAEm max
515 nm). DAF-2 was prepared at 5 mM in DMSO andduse10 uM on cell samples of
1x1C cells/ml of PBS. After 15 min of incubation at 3, cells were analyzed by flow
cytometry.

DHR123 is a lipophilic oxidation-sensitive indicatof HO, which is known to enter cells
and intracellular compartments easily [51]. DHR1i&3oxidized by HO, and forms the
cationic, membrane-impermeable fluorescent dye BhTBus, fluorescence Rh123 reflects
intracellular BO, level . DHR123 (Sigma-Aldrich ) was prepared at 2 mM iM®0O and
used at 6 pM on cells samples of 1%&6lls/ml of PBS. After 15 min of incubation at 32,
cells were analyzed by flow cytometry.

The fluorescent signals were collected either thhoa 520+ 20 nm band pass filter (DHR123,
DAF-FM), a 580+ 20 nm band pass filter (DHE) or2z04m long pass filter on a logarithmic
scale of four decades of log on a GALAXY flow cyteter (Partec) equipped with an argon
laser emitting at 488 nm. For each sample, 10,3 evere acquired and the data were
analyzed with Flomax software (Partec).
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Quantification of reduced and total glutathione

The redox status was also evaluated by the leveitadcellular reduced glutathione (GSH)
and total glutathione by using flow cytometric araflorimetric methods, respectively.

By flow cytometry, intracellular level of GSH wasetdrmined after staining with
monochlorobimane (MCB) ([(syn-(CICHZH3)-1,5-diazabicyclo-[3.3.0]-octa-3,6-dione-2,8-
dione); A\Ex max: 380 nmAEmM max: 461 nm]) (Invitrogen) [52]. MCB, which résawith
GSH under the action of glutathione S-transferases prepared at 4 mM in 100% ethanol
and stored in the dark 4fC. It was added at 200 pM in cell suspensionssael to 16
cells/ml in PBS. After 30 min of incubation at 37°€ells were washed and mixed in PBS,
and the blue fluorescence of MCB was collected vati20-nm-long pass filter on a
GALAXY flow cytometer (Partec) equipped with a U¥nhp. For each sample, 10,000 cells
were acquired and the data were analyzed with Btsutiware (Partec).

Total GSH was quantified by a colorimetric method using the ApoGSH' glutathione
colorimetric kit (BioVision, Mountain View, CA). Befly, a cell lysat was performed on 5 x
10’ cells, and for each sample 20 pl of cell lysatevadded to a mix constituted of 20 pl
NADPH Generating Mix, 20 ul glutahtione reductasmeqd 120 pl glutathione reaction buffer.
After 10 min incubation at room temperature 20 figlutathione substrate (DTNB) were
added, and futher incubated for 10 min at room tFatpre. The absorbance was read at 405
nm, and data obtained were quantified by usingaadstrd glutathione calibration curve and

expressed in ng of total glutathione¥1ells.

Quantification of superoxide dismutase activity

The total superoxide dismutase (SOD) activity wasasured using a SOD Assay Kit-WST
(Dojindo Molecular Technologies, Tokyo, Japan). elyi, the total SOD activity was
measured by the inhibition rate of 2-(4-iodopher3A}-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-
2H-tetrazolium, monosodium salt (WST-1) reducti®®DD activity was expressed as units
per milligram of protein (1 U was defined as theoamt of enzyme protein that inhibited the
reduction of WST-1 by 50%).

Quantification of catalase activity

To perform enzymatic activity, the protein extras prepared on 8-30 x °1éells in the
following conditions. Cells were mixed in 7.5 ml 8Bcontaining a mixture of protease
inhibitors (Roche Diagnostics Inc, Basel, Switzedn and three successive freezing and

thawing cycles were performed. The samples wene sbaicated, centrifuged at 14,000 rpm
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for 30 min, and the supernatant, constituting theymatic solution, was collected. Catalase
activity was quantified with the Amplex Red Cata&ladssay Kit (Invitrogen), which is a
sensitive assay that uses a nonfluorescent deteeiament to measure the®4 substrate left
over from the catalase reaction. In the assay|asadirst reacts with ¥#D, to produce water
and oxygen (@. Next the Amplex Red reagent reacts with a ldctibmetry with any
unreacted b, in the presence of horseradish peroxidase (HRPproouce the highly
fluorescent oxidation product, resorufin. Therefae catalase activity increases, the signal
from resorufin decreases. The stock solution of kxpgRed was prepared in DMSO and
stored at -20°C. The reaction medium containingiPB,0, (20 uM final concentration) and
25 ul of enzymatic solution was incubated at roemperature for 30 min. At the end of the
incubation time, 50 pL of reaction mixture (100 pAmplex Red, 0.4 U/mL HRP) was
added, and the mixture was incubated at 37°C fomd@ The absorbance of resorufin-
formed solution was measured at 570 nm using argmdotometer. One unit of the enzyme
is defined as 1umol of ¥, consumed per minute and the specific activitegorted as units

per milligram of protein.

Flow cytometric evaluation of DNA fragmentation

To determine the percentage of SubG1l cells (indigathe presence of cells with inter-
nucleosomal DNA fragmentation characteristic of @pbtc cells) and of hypodiploid cells
(indicating the presence of cells with degraded DI&8], 158N cells were seeded in 6 well
plates (70,000 cells/well) in 2 ml of culture madiuThe cells were cultured in the absence or
in the presence of C24:0 or C26:0 (10 and 20 pMwp#bh. At the end of the incubation time
non-adherent cells and cells collected by trypsitnin were pooled, washed in PBS and fixed
in 2 ml cold 80% ethanol for 2 h at -20°C. The €e&llere washed again twice with 4 ml PBS
and stained by a 80 pg/ml solution of propidiumided(PI) containing 200 pg/ml RNAse A.
Stained cells were analysed with a Galaxy flow mgter (Partec) equipped with a 488 nm
blue laser providing acquisition of 10,000 eveRtsd fluorescent of Pl was detected through
a 625 nm long pass filter to measure the DNA cdntBata were analyzed with FlowJo

software (Tree Star Inc.)

Quantification of protein carbonylation
Protein carbonyl groups were quantified y usingténo Carbonyl assay kit (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA). Cells were collectbg trypsinization, homogenized and

sonicated on ice for protein extraction in 1 ml 2{N-morpholino) ethanesulfonic acid
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monohydrate cold buffer (50 mM). The samples whentcentrifuged at 10,000 g for 15 min
at 4°C and the supernatant constituting the prateiation was collected. The contaminating
nucleic acid present in the sample was removednbybiation with streptomycin sulphate
used at 1% final concentration. 80Q of DNPH were added to 200 of assay extract,
mixed, incubated for 1 h at room temperature. Anbklavithout DNPH was performed for
each sample. Proteins were precipitated with aalegume of 20% trichloroacetic acid and
centrifuged at 10,00Q for 10 min. The precipitated protein pellet wasshed three times
with ethanol/ethylacetate mixture (v/v). After wagh the proteins were collected by
centrifugation at 10,00@ for 10 min. The pellet was dissolved in 500 pL gefanidine
hydrochloride (6 M) by vortexing, and 220 ul ofgHinal solution was transferred into two
wells of a 96-well plate. The absorbance of DNPHha assays(=0,022 pM* cm™?) was

measured at 380 nm against the blank.

Flow cytometric and microscopical analysis of 4-hmpdynonenal

4-hydroxynonenal (4-HNE) is amp-unsaturated hydroxyalkenal which is produced pidli
peroxidation in cells and is therefore a suitabberkar of oxidative stress. As 4-HNE has an
aldehyde function, it is highly reactive and camctewith various molecules giving 4-
hydroxynonenal adducts [54, 55].

To identify and quantify 4-HNE and 4-HNE adductg,flow cytometry cells were collected
by trypsinization (Sigma-Aldrich), washed, and sgsnded in PBS, and fixed in freshly
prepared 2% paraformaldehyde diluted in PBS (pH 4 10 min at room temperature.
Furthermore, the cells were treated with the FAC&meabilizing solution 2 (BD-
Biosciences, San Jose, CA, USA) for 10 min. Aftemshing in PBS, cells were then
incubated for 20 min with blocking buffer (PBS, 8% saponine, 10% goat serum), washed
in PBS, and incubated for 1 h at room temperatuth & mouse monoclonal anti 4-HNE
(Abcys, Paris, France) diluted in blocking buff@ri(g/ml). Cells were further washed twice
with PBS and incubated for 1 h at room temperatuith a 488-Alexa goat anti mouse
polyclonal antibody diluted at 1/300 in blocking flew. Cells were further washed and
resuspended in PBS, and immediately analyzed hy @gtometry on a GALAXY flow
cytometer (Partec). The green fluorescence of 4@8sAwas collected with a 520/10-nm
band pass filter. The fluorescent signals were oredson a logarithmic scale. For each
sample, 10,000 cells were acquired, and the data amalyzed with FlowMax (Partec) and

FlowJo (Tree Star Inc.) softwares.
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For fluorescence microscopy, immunofluorescencaista procedure was similar that by
flow cytometry but the secondary antibody is a 594 -Alexa goat anti mouse polyclonal
antibody (Invitrogen) diluted at 1/300 in blockibgffer. Immunofluorescence staining was
performed on cells seeded at 10,000 cellémm12 mm glass coverslips or on cell deposits,
applied to glass slides by cytocentrifugation véthytospin 4 centrifuge (Shandon, Cheshire,
UK). After washing with PBS, slides were mountedd abservations were realized with an

Axioskop Zeiss microscope ((Zeiss, Jena, Germany).

Quantification of total 7-hydroxycholesterols, hyoxyoctadecadienoic acids, and very long
chain fatty acids (C24.0, C26:0) by gas chromatoghy or liquid chromatography coupled
with mass spectrometry

Analyses performed by gas or liquid chromatograpbwypled with mass spectrometry were
realised with deuterated internal standards suclyYpakBydroxycholesterol-d7 and 13(S)-
hydroxyoctadecadienoic acid-d4 obtained from Cay@aemical (Ann Arbor, MI, USA).
Oxysterol analysis was performed after reductio@-aEtocholesterol and after hydrolysis of
oxysterol-esters with KOH in order to obtai3-7and -hydroxycholesterol (total 7-
hydroxycholesterols), as previously described [B6$ilylating agent, N,Obis(trimethylsilyl)-
trifluoroacetamide (Pierce; Rockford, IL, USA) wadded to obtain trimethyl silyl esthers
which will be analysed using a HP6890 Gas Chromafay equipped with a HP5973 Mass
Selective Detector (Agilent Technologies, Santa&I€A, USA) and a HP-5MS fused silica
capillary column (30 m x 0.25 mm inner diameter250.um film thickness) (Agilent
Technologies). The gas chromatography-mass speetrpnGC-MS) conditions were as
follows: carrier gas, helium at a flow-rate of Iril/min; injector temperature, 250°C; oven
temperature, 180°C, increased at 10 °C/min to 26€@7€h at 1°C/min to 280°C and held for
5 min. The mass spectrometer was operated undgraiempact mode with electron energy
of 70 eV. The ion source and the quadrupole tenwmerawere 230°C and 150°C,
respectively.

Total hydroxyoctadecadienoic acids (9-hydroxy-oetalienoic acid, and 13-hydroxy-
octadecadienoic acid: HODEs) analysis was carriedan a Zorbax Eclipse Plus C18,
2.1x100 mm, 1.8 um column (Agilent Technologiesdih200 HPLC (Agilent Technologies).
Conditions of chromatography were as described. [BB¢ ESI-MS analyses were performed
using a 6460 triple quadrupole (Agilent Technolsyjidy multiple reaction monitoring

(MRM) after collision-induced dissociation in thegative mode with the use of nitrogen as
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collision gas. Transitions were the same as destrifp6] and collision energy was
determined after the optimization of MS/MS.

Quantification of C24:0 and C26:0 was realized asvipusly described [57] using a
HP7890A Gas Chromatograph equipped with an HP7®&@Xtbr and a HP5975C Mass
Selective Detector (Agilent Technologies). Chromgaaphy was performed using an HP-
5MS fused silica capillary column (30 m x 0.25 nmer diameter, 0.25 mm film thickness,
Agilent Technologies). The GC-MS conditions werda®ws: carrier gas, helium at a flow-
rate of 1.1 ml/min; injector temperature, 250°CJitspde; oven temperature 140°C,
increased at 5°C/min to 300°C, and held for 10 riiine mass spectrometer was operated
under negative chemical ionization mode with me¢has reactant gas. The ion source
temperature and the quadrupole temperature wereC1&80d 106°C, respectively. A SIM

program was used for mass spectrometry with [M1] 1§ ions as quantification.

Repartition of C24:0 and C26:0 in lipid sub-classes

Total lipids of 158N cells cultured for 24 h in tladsence or in the presence of alpha-
cyclodextrine (1 mg/ml), C24:0 or C26:0 (5, 10, aB@ uM) were extracted with
chloroform/methanol (2/1 v/v) according to the nuethof Folch [58]. Lipid mixtures were
separated by chromatography affinity in three @dagseutral sterols, phospholipids, and free
fatty acids (FFA)) as previously described [59pibiextracts were further incubated at 56°C
for 45 min. After incubation, fatty acids were edted by adding 1 ml of 1.2 M HCl and 2 ml
of hexane to each tube. The tubes were shakemmt temperature for 5 min, centrifuged and
the organic phase was evaporated to dryness undesgen and derivatized to
pentafluorobenzyl esters with 100 ml of acetorair ml of pentafluorobenzyl bromide and 5
ml of diisopropylethylamine at room temperature 8% min. Internal standard used were
C17:0-cholesterol, tricosanoic acid (C23:0), and2di:0-phosphatidylcholine. Quantification
of C24:0 and C26:0 was realized as previously desdr[57] using a HP7890A Gas
Chromatograph equipped with an HP7683 Injector amtP5975C Mass Selective Detector
(Agilent Technologies). The ions used for analysi&) were as follows: C17:0, 269; C21:0,
325; C23:0, 353; C24:0, 367; C26:0, 395.

Inactivation of Abcdl and Acox1 with SIRNAs
Acox1l siRNAs were from Invitrogen, and Abcdl siRNAgre from Ambion (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France). These siRNAs weesl at 30 nM and transfected in

158N cells by means of the INTERFERIn transfectigagent according to the manufacturer's
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instructions (Polyplus / Ozyme, St Quentin en Ywed, France). For Abcdl inactivation,

three siRNAs were tested:

SiRNA 1 (1D $62233), 'Ecacugucguuuuaagaggat{sgense) and
5’-uccucuuaaaacgacagugtfedtisense);

SsiRNA 2 (D $62234), 'Eccaacagacuuacuaccgatfsgnse) and
5’-ucgguaguaagucuguugggdahtisense);

SiRNA 3 (1D $62235), 'Bgaagccgucuaguagcucat{sense) and

5’- ugagcuacuagacggcuucgadtisense).

For Acox1 inactivation, three siRNAs were also used

SiRNA 1 (stealth 373), 'Bauuaacucuggauugaagguggcyggense) and
5’-ccgccaccuucaauccagaguuadagi-sense);

SsiRNA 2 (stealth 813), 'Eeccaagacccaagaguucauucuiaehse) and
5’-ugagaaugaacucuugggucuugd@@sti-sense);

SiRNA 2 (stealth 1260), "Bggcgccagucugaaaucaagagqaedse) and

5’-uucucuugauuucagacuggcgcc(ati-sense)].

A negative control siRNA (Ambion) directed aginséng sequences with no significant
homology to any known genes from mouse, rat, ordrumere simultaneously used. Twenty-
four hours after siRNA transfection, cells wereledied by trypsinization and used to analyze
the expression of Abcdl and Acoxl mRNAs and preteyn RT-qPCR and western blotting,
respectively. To evaluate transfection efficienaySilencer Cy3" labeled negative control-
siRNA (Ambion) was used, and the percentage oftesnted cells was determined 24 h after

transfection by fluorescence microscopy using a#kop Zeiss microscope (Zeiss).

Quantification of Abcdl and Acox1 mRNAs by RT-gPCR

Cells were harvested with trypsin/EDTA and washeth WBS. Total RNA isolation from
control, Scrambled RNA, Abcdl SiRNAs and Acoxl SAXNtreated-158N cells was
extracted using the RNeasy Mini kit (Qiagen, Caoowaldf, France) following the
manufacturer’s instructions. cDNA was generatedduerse transcription using QuantiTect
Rev. Transcription Kit (Qiagen) according to thenui@cturer's protocol and analyzed by
guantitative PCR using the SYBR Green (BioScieneehnology, Rockaway, NJ, USA) real-
time PCR technology, and an iCycler iQ Real-Timadogon System (Bio-Rad laboratories,
Marne la Coquette, France). The primer sequences. #&bcdl: forward 5'-

acatccctatcatcacacccactg-3' and reverse 5'-gatigactragcecattg-3'/Acox1: forward 5'-
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gcccaactgtgacttccatt-3'  and reverse  5'-ggcatgtgegeact-3'; L27: forward 5'-
ctcatgcccacaaggtactctgtg-3' and reverse 5'-tgtaitigaaacttgacct-3') were chosen using the
Beacon Designer Software (Bio-Rad laboratories)eriftal cycling conditions were as
follows: activation of DNA polymerase at 95°C fof Inin, followed by 40 cycles of
amplification at 95°C for 15 s, 60°C for 30 s, afgfC for 30 s, followed by a melting curve
analysis to control the absence of nonspecific ypetsd Gene expression was quantified using
cycle to threshold (Ct) values and normalized by tR7 reference gene. The quantitative
expression ofAbcdl, Acoxlandp-actin, was determined according t82 with ACt = (Ct of

the gene studied) — (Ct of th&7), or as fold induction of the control.

Characterization and quantification of Abcd1 and Ag1l proteins by western blotting

After 24 h of transfection (2 days of culture), Iselvere trypsinized, washed with PBS,
harvested and lysed in a 10 mM Tris/HCI buffer, Hontaining 10 mM EDTA, 1% Triton
X100, 100 mM NaCl and a protease inhibitor cockti@ibche Diagnostics Inc.) for 20 min on
ice. After centrifugation at 17,000 g for 20 min4atC®, the total protein concentrations of
supernatants were determined using bovine serumimatb as a standard (Bio-Rad
Laboratories). A total protein (30 pug) was run ddSSpolyacrylamide gels (10%) according
to Laemmli [60], and transferred onto a PVDF membrgBio-Rad Labratories) as previously
described [61]. The membrane was blocked in TB® Wjt1% Tween containing 5% skim
milk (blocking buffer) and incubated overnight atC4 Primary antibodies, anti Abcdl
1/5,000 (rabbit polyclonal, serum 925029), anti Acdd500 (rabbit polyclonal) have been
described elsewhere (36), and dh#ctin 1/10,000 (mouse monoclonal, Sigma-Aldricleyev
diluted in blocking buffer and applied to sectidies 1 h at room temperature, (for anti
Abcd1l, the blocking buffer contained 1% skim milkhe membranes were washed TBS with
10% Tween 20 (TBST). Bands were detected usinglg@tipolyclonal antibody conjugated
to peroxidase 1/10,000 (Santa Cruz, CA, USA) fbr da room temperaturdhe membranes
were washed in TBST and revealed using an enhaalenhiluminescence detection kit

(Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USAJ autoradiographed.

Patients and plasma preparation

Blood plasma taken from 25 male patients with défe clinical forms of X-ALD (8
CCALD, 3 ACALD, 4 Addison dissease, 10 AMN) andrfrd.0 healthy subjects were used to
evaluate the presence of lipid peroxidation markessociated with oxidative stress (total 7-
hydroxycholesterols, HODES), and to measure thenpddic levels of C24:0 and C26:0 which
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are present at increased levels in X-ALD patieRtgients were diagnosed in the department
of neurology of Pr P Aubourg (Hopital St Vincentaul/INSERM U745, Paris, France).

The protocol of this clinical study was in agreemesith the principles of the Helsinki's
declaration, and was ethically approved by the ll@ammittee on Human Research. All

patients gave written inform consent for participatin this study prior to enrolment.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed on at leasetimdependent experiments using SigmaStat
2.03 software (Systat Software Inc) with the Manhiey test. The Wilcoxon test was used
for human plasma samples analysis. Data were cenesidstatistically different atRvalue of
0.05 or less.

RESULTS

Effects of C24:0 and C26:0 on oligodendrocytes grdtvand viability

The effects of C24:0 and C26:0 (5, 10, 20, and M0 pn oligodendrocyte cell growth and
viability was investigated after a 24 and 48 h @erof treatment on sub-confluent 158N
murine oligodendrocytes. At these concentrationsigodendrocytes show strong
accumulationsof C24:0 or C26:0 at 24 h in a dose-dependent ma(feble 1). Thus,
marked accumulations of C26:0 (up to 5.4) were ndegsein C24:0-treated cells, suggesting
the activation of elongases catalyzing the syntheSVLCFA [62]. On the other hand, up to
2.7 folds increase of the C24:0 level was showrihim C26:0-treated cells, revealing the
possible induction of C26:0 peroxisomatoxidation system. Moreover, the ratio [C24:0] /
[C26:0] in untreated cells is around 7, and is coseg between 3 to 4 in VLCFA-treated
cells. It is suggested, that this higher accumaihatf C24:0 may be due either to different
capture and transport, and or different metabolidmaddition, analysis of the repartition of
VLCFA in neutral sterols, phospholipids and fredtyfaacids (FFA) show a major
accumulation under the form of FFAdble 1). However, as the fold increase of C24:0 and
C26:0 is important (up to 4 as soon as 5 uM whanpaved to untreated cells), a dose
dependent increase of the quantity of VLCFA in redugterols and phospholipids (expressed
in ng/1C cells) was observed éble 1). In these conditions, as shown Bigure 1, at 5 and
10 uM, there was no effects on cell growth (quéadifoy counting on a hematocytometer)
(Figure 1A-B), and on cell viability (determined by flow cytotne after staining with
propidium iodide)Figure 1C-D). However, at 20 and 40 uM, cell growth was stipng
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inhibited (up to 60 %) and the percentages of deallds were 4 to 5 times higher than in
untreated cellsHigure 1A-D). As the effects of C24:0 and C26:0 on cell growatid cell
viability were in the same range of order at 24 d4Bdh, the effects of C24:0 and C26:0 on
A¥Ym were only determined at 24 Rigure 1E). In these conditions, the percentages of cells
with depolarized mitochondria were in the rangel6f% in C24:0 and C26:0 (10 uM) -
treated cells, and in the range of 40-60 % in C2sd® C26:0 (20 uM) - treated cells, whereas
they were around of 5 % in untreated cells. Witpbhalcyclodextrine, used as vehicle to
solubilized C24:0 and C26:0, no effects on cellwghy cell viability, andA¥Ym were
observed when compared to untreated cells. Iniaddiin order to precise the mode of cell
death induced by C24:0 and C26:0, the morphologspkcts of VLCFA-treated cells were
observed by fluorescence microscopy after stainitig Hoechst 33342, and by transmission
electron microscopy allowing to distinguish viabtells with round and regular nuclei,
apoptotic cells with fragmented and/or condenseclenuand necrotic cells with disturbed
nuclei of various sizes and shapes [44]. In tleselitions, on VLCFA (10, 20 or 40 uM; 24-
48 h)-treated cells, when compared to untreatets,cab cells with condensed and/or
fragmented nuclei were detected, and only few agite swollen nuclei (evocating oncotic
cells) were observed (our data not shown), suppprthat VLCFA did not induce an
apoptotic mode of cell death. As similar resultsravebtained at 20 and 40 uM, further
investigations were only performed with C24:0 ar®b6© used at 5, 10 and 20 uM after 24 h

of treatment.

VLCFA (C24:0 and C26:0) increase oligodendrocyte prduction of superoxide anions,
hydrogen peroxide and nitric oxide

The effects of C24:0 and C26:0 (5, 10, and 20 uM}he production of superoxide anions
(O2), hydrogen peroxide (#D,) and nitric oxide (NO) was investigated after an2deriod of
treatment on sub-confluent 158N oligodendrocytegyure 2). The superoxide anions
production was analyzed by staining with DHE allogvi quantification of the whole
intracellular pool of superoxide anions inside tiedls, and with MitoSOX staining, which
permits the specific measurement of mitochondniglesoxide anions production, since the
loss of A¥m observed with JC-1 can suggest mitochondrial uhtfons. With DHE and
MitoSOX, when compared to untreated cells, no owelpction of superoxide anions was
observed with C24:0 or C26:0 used at 5 uM, wheséght and high increased were detected
at 10 and 20 uM, respectivelfFigure 2 A-B). With DHR123, the production of hydrogen
peroxide detected was similar to that observecdineated cells with C24:0 or C26:0 used at
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5 uM, slightly higher at 10 uM, and strongly enheshat 20 uM Figure 2C). With DAF-2
allowing to quantify NO, when compared to untreatells, a dose dependent increase of NO
production was found under treatment with C24:@Ca6:0 from 5 to 20 pMHKigure 2D).
Comparatively to untreated cells, no significarieets of alpha-cyclodextrine were observed

on superoxide anions, hydrogen peroxide and rotiide productionKigure 2).

VLCFA (C24:0 and C26:0) alter the anti-oxidant defeces of oligodendrocytes

The effects of C24:0 and C26:0 (5, 10, 20 uM) otrexidant defences were determined by
measuring the intracellular levels of total anduest glutathione, the activity of superoxide
dismutases (SOD), which constitute a class of eesythat catalyze the dismutation of
superoxide into oxygen and hydrogen peroxide, &edatctivity of catalase catalyzing the
degradation of hydrogen peroxide @4 — O, + 2H,0). GSH level, SOD and catalase
activities were studied since they represent thpmanti-oxidant defences in the CNS [63,
64].

Under treatment with C24:0 or C26:0, when compdoedntreated 158N oligodendrocytes,
an important decrease of total glutathione was oblyerved at 10 and 20 uMigure 3A).
With monochlorobimane (MCB), allowing to detect wedd glutathione, comparatively to
untreated cells, a significant decrease of glubahipositive cells detected by flow cytometry
was only found at 20 uMFgure 3B). Increased SOD activity and decreased cataldsatyc
were simultaneously detected when C24:0 and C2ér@ wsed at 20 pM{gure 3C-D). In
addition, catalase activity was reduced in 158NCi2#:0 used at 5 and 10 uM, whereas the
same concentrations of C26:0 had no effeeigure 3D). Comparatively to untreated cells,
no significant effects of alpha-cyclodextrine welgserved on the different parameters used

to estimate anti-oxidant defencésgure 3).

VLCFA (C24:0 and C26:0) induce lipid peroxidation n oligodendrocytes

The consequences of reactive oxygen species (R@byeactive nitrogen species (RNS)
overproduction on lipid peroxidation was investaghbn sub-confluent 158N cells treated for
24 h with C24:0 or C26:0 used at 5, 10, or 20 uMnhgasuring the levels of various
molecules resulting from lipid peroxidation: 4-hgdynonenal (4-HNE), total 7-
hydroxycholesterols, and total hydroxyoctadecadeaocids (HODES).

Increased levels of 4-HNE were observed by flu@ese microscopy and flow cytometry in
C24:0- or C26:0- treated 158N oligodendrocyteseesly at 10 and/or 20 puM-{gure 4A),

whereas low and similar levels of 4-HNE were detdctin untreated- and alpha-
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cyclodextrine-treated cells. At these concentrajéigure 4B shows increased levels of total
7-hydroxycholesterols (including a?hydroxycholesterol, F-hydroxycholesterol, and 7-
ketocholesterol) used as biomarkers of free radigalation of cholesterol. In addition, total
hydroxyoctadecadienoic acids (HODEs: including @oxy-octadecadienoic acid, and 13-
hydroxy-octadecadienoic acid) resulting from pedation of linoleate Kigure 4C) were

significantly increased indicating the occurrende cellular damages induced either by

reactive oxygen species and/or nitric oxygen sgeavuerproduction.

Induction of DNA degradation and protein carbonylaton by VLCFA (C24:0 and C26:0)

in oligodendrocytes

The consequences of ROS and RNS overproduction WA Degradation and protein
carbonylation was investigated on sub-confluentNL68godendrocytes treated for 24 h with
C24:0 or C26:0 used at 10, or 20 uM by measuringADdegradation and protein
carbonylation.

As ROS and RNS are able to generate a variety &k [@Nions, including DNA strand breaks
[65], DNA degradation was estimated by the presearic® SubG1 peak and of hypodiploid
cells using flow cytometry analysis following prdpim iodide staining Kigure 5A). The
percentages of SubG1 cells (cells with inter-nusbeoal fragmented DNA corresponding to
apoptotic cells) is similar in untreated cells afgoha-cyclodextrine-treated cells, and slightly
higher in C24:0 - or C26:0 — treated 158N cellswidweer, comparatively to untreated cells,
increased levels of carbonylated proteins weretifiet at higher concentrations (10 and 20
KM) in C24.0- or C26:0- treated 158N oligodendresyt

As for protein carbonylationF{gure 5B), the levels of carbonylated proteins were simitar
untreated-, alpha-cyclodextrine-, C24:0 and C26%® |M)-treated cells. However,
comparatively to untreated cells, increased legélsarbonylated proteins were identified in
C24:0 and C26:0 (10 and 20 uM) — treated cells.

Consequence of siRNA-mediated knockdown dbcdlor Acox1 and effects of VLCFAs
(C24:0 or C26:0) treatments on oxidative stress inligodendrocytes

In order to determine whether Abcdl and Acoxl amelved in the control of oxidative
stress, we chose to inactivatecdlandAcoxlexpression by silencing of the corresponding
MRNAs in 158N murine oligodendrocytes. The assessrot the efficiency ofAbcdl or
Acoxlsilencing was accomplished at both mRNA and pra@iels using different siRNAs.

In our experimental conditions, the efficiency ddrtsfection was 90 40 %. As shown in
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Figure 6, the three different siRNAs raised agaimgbcdl or Acox1l knock down the
expression of the corresponding mRNAs with sim##ficiencies Figure 6A). From the
three transfected different siRNAs, Abcdl1#2 and Acé&2 were the most efficient (more
than 70% knockdown) at protein levels in oligodemgtes Figure 6B). Therefore, for
further investigations, these two siRNAs were used.

Interestingly, inactivation aAbcdlor Acoxlstrongly increased the production of superoxide
anions and hydrogen peroxid@dure 7A-B), whereas it only slightly enhanced nitric oxide
production Figure 7C). Therefore, comparatively to untransfected ceahg, production of
superoxide anions and hydrogen peroxide were aheyser whenAbcdland Acox1lwere
inactivated, and when the transfected cells welturad either in the absence or in the
presence of C24:0 or C26:0 used at 5, 10 and 20(kijure 7A-B). Moreover, these
increases were similar in untreated and alpha-dgoiin-treated cells, and no significant
increase of superoxide anions and nitric oxide vedrgerved in cells treated with scrambled
SsiRNAs (Figure 7A-B).

Evidence of oxidative stress revealed by the pressm of markers of lipid peroxidation
(total 7-hydroxycholesterols, hydroxyoctadecadienoi acids (HODES)) in the plasma of
patients with X-ALD

This activation of oxidative stress by inactivatioh Abcdl or Acox1l on 158N murine
oligodendrocytes lead us to investigate the presenenarkers of lipid peroxidation (total 7-
hydroxycholesterols, hydroxyoctadecadienoic aciHODES)) generated by an oxidative
stress in the plasma of patients with differentrferof X-ALD (CCALD, ACALD, Addison
disease and AMN) as well as in the plasma of hga#thbjects. To this end, total 7-
hydroxycholesterols, VLCFA, and HODES were quaatfiby GC/MS, and LC/MS,
respectively, in the plasma of X-ALD patients amalthy subjectsHigure 8).

Although high levels of C24:0 and C26:0 were obsdnin the different populations of
patients studied and do not allow to distinguighdifferent forms of the diseadéigure 8A-
B), the higher levels of total 7-hydroxycholester@#sgure 8C), and HODESs Kigure 8D)
were found in patients with CCALD, and were in flodowing range of order for total 7-
hydroxycholesterols and HODEs: CCALD > Addison dse= > AMN > ACALD.
Noteworthy, in ACALD patients, the levels total yYemoxycholesterols and HODEs of were
in the same range of order than in healthy subj&ts our data underline that oxidative
damages can be involved in the physiopathology -#LK. However, among patients with
CCALD, 75% (6 patients among 8 studied) have bo#nyvhigh levels of total 7-

125



RESULTATS

hydroxycholesterols and HODEs whereas 25% (2 patiemmong 8 studied) have
simultaneously low levels of total 7-hydroxychotrsis and HODES. In these later patients,
the levels of total 7-hydroxycholesterols and HOD#sye in the range of those found in
ACALD patients. In the plasma of healthy subjectsy levels of C24:0, C26:0,

hydroxycholesterols and HODEs were identified.

DISCUSSION

Increased rates of oxidative and nitrosative sti@®s major factors associated with the
pathogenesis of neurodegenerative diseases, playkeg role in these pathologies including
amyotrophic lateral sclerosis and Parkinson’s disef®6, 67]. Furthermore, experimental
models and clinical investigations [31, 34], haveught some arguments suggesting that
oxidative stress might be involved in the pathogenef peroxisomal leukodystrophies
associated either with peroxisomal biogenesis dessror with altered VLCFA peroxisomal
[3-oxidation [1]. Thus, oxidative damages could Ipédid to both initiation and progression of
demyelination which constitutes a major event afopsomal leukodystrophies. However,
the origin of this oxidative stress remains to lhecidated, mainly the part taken by the
accumulation of C24:0 and C26:0 in oligodendrocyties myelin synthetizing cells [68], and
by peroxisomal dysfunction®\BCD1deficiency in X-ALD,ACOX1deficiency in P-NALD).
Enhanced plasmatic and tissular levels of VLCFAyeeglly C24:0 and C26:0 [1], are
hallmarks of peroxisomal leukodystrophies [38],luniing X-ALD and P-NALD. Hence, it
was of interest to determine the effects of C24nd &£26:0 on oligodendrocytes, and
especially their ability to induce oxidative stresgich can further lead to various cellular
dysfunctions contributing to the initiation and éeapment of demyelination leading to fatal
issues. To this end, 158N murine oligodendrocy&pressing or not Abcdl or Acox1, were
treated with either C24:0 or C26:0 (5, 10, 20, 40)uHere, we report, that VLCFA can
activate the oxidative stress in 158N cells, anal tfne absence of Abcdl or Acoxl is
sufficient to disrupt the Redox equilibrium in tkesligodendrocytes. Accordingly, we show
the presence of lipid peroxidation markers (totahydroxycholesterols, HODES) in the
plasma of 75% of patients with the inflammatory eteal form of X-ALD (CCALD)
underlying thus the occurence of oxidative procgssesome patients with peroxisomal
leukodystrophies.

As enhanced levels of VLCFA (especially C24:0 an?60) in tissue and plasma are
hallmarks of peroxisomal leukodystrophies [1, 38¢Juding X-ALD and P-NALD, it was of

interest to determine the effects of C24:0 and C2®: oligodendrocytes, and especially their
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ability to induce oxidative stress which can furthead to various cellular dysfunctions
contributing to the initiation and development eindyelination leading to fatal issues. Since
induction of oxidative stress and activation ofl adath are often tightly connected, we
determined the effects of C24:0 and C26:0 on agelvth and viability of 158N cells. In our
experimental conditions, performed on subconfldé&@&N cells, no effects on cell growth and
no induction of cell death were observed at 5 ahgi¥ both at 24 h and 48 h of treatment.
At the opposite, at 20 and 40 uM, a strong intobitof cell growth was observed as well as
an important induction of cell death characteribydenhanced permeability of propidium
iodide (PI1) which enters dead cells only. As mitmatirial dysfunction leading to cell death
are known to precede membrane damages allowinmtitzeellular accumulation of PI [69],
we also investigated the effects of C24:0 and C2&n0transmembrane mitochondrial
potential AYm) measured with JC-1. In these conditions, notoyio effects were observed
at 5 and 10 uM whereas an important percentagellsf with depolarized mitochondria was
detected at 20 uM. This mitochondrial disturbaraiep observed on normal fibroblasts and
on fibroblasts of X-ALD patients [34] as well as ohgodendrocytes and astrocytes of rat
brain [26] treated with C24:0 and/or C26:0 use@@&uM and higher, indicates that decrease
of A¥m is common to neural cells and fibroblasts, araviges evidence that mitochondrial-
based cell death mechanisms are involved subsdguentLCFA accumulation. Therefore,
as cell death of oligodendrocytes has been supptsecbntribute to demyelinization,
especially in patients with X-ALD [24, 25], the higconcentrations of C24:0 and C26:0
required to induce oligodendrocyte cell death (brgthan 10 uM and rarely observed in the
plasmas of patients with peroxisomal disorders )[3&ther suggest indirect effects of
VLCFA via activation of immune cytotoxic processg®] which could be activated by
increased oxidative stress damages [71].

So, as a disruption of the Redox status could aaxzluded even with low concentrations of
VLCFA, the ability of C24:0 and C26:0 to trigger aridative stress was investigated at 5,
10, and 20 puM. In these conditions, with C24:0 &@#6:0, as no overproduction of ROS
(superoxide anions
(O2), hydrogen peroxide (#D.)) were found at 5 puM, and as slight overproductdm,O,
and/or of mitochondrial © were observed at 10 uM whereas marked overpraguofi G"
and HO; were found at 20 uM, our data demonstrate that hothcytotoxic (10 uM) and
cytotoxic (20 uM) concentrations of VLCFA induceesproduction of ROS whereas the
highest overproduction was found at 20 uM. Notelgrtin normal and X-ALD human

fibroblasts, an overproduction of ROS was also adete when the cells were treated with
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C26:0 at 25 or 50 uM for 24 h [31]. Interestingtigta obtained with DAF-FM allowing to
identify nitric oxide (NO) reveal a marked overpoation of NO with C24:0 and C26:0 as
soon as 5 and 10 uM, respectively, demonstrating that also non-cytotoxic (5 and 10 puM)
and cytotoxic (20 uM) concentrations of VLCFA argpable to stimulate NO production
which is known to negatively affect the oxidationVl.CFA and to favour their intracellular
accumulation [28, 72]. As an overproduction of NQletected at 5 uM, the regulation of NO
production might be more sensitive to VLCFA thaa tkgulation of @ and HO,, and our
data support the hypothesis that accumulation ofCWA in oligodendrocytes might
contribute to increased INOS expression in inflatanaarea of brain lesions from patients
with X-ALD [30]. Moreover, with VLCFA (20 pM) as amncreased ROS production is
concomitant with a decrease A%'m, this may be due to a direct or indirect protdrmy
uncoupling action of VLCFA, whereas extra-mitochoald sources of ROS production
capable to contribute to damage the mitochondaaalso likely to be activated in response to
C26:0 and C24:0 [31]. Indeed, the accumulation bE€WA in X-ALD lymphoblasts has been
decribed to increase the level of the catalyticusiibof NADPH oxidase gp91'°* observed

in total cell homogenate and membrane fractiontho$e cells [32]. Therefore, C24:0 and
C26:0 might favor the activation of NADPH oxidas#iwty, leading to an overproduction of
ROS, which might further contribute to trigger ad#lath [33].

However, oxidative stress associated with ROS andS Roverproductions can be
underestimated in oligodendrocytes: i) due to teolvement of cellular buffers such as
glutathione, which is one of the most importantutat defense system against oxidative
stress [76, 77]; and ii) to the activation of amtidant defences, such as superoxide dismutase
(SOD) and catalase enzymes involved in the degoadat O, and HO,, respectively [78].
Here, we show that SOD and catalase activities wergified under the action of C24:0 and
C26:0. We observed a decrease of glutathione lameldigodendrocytes, underlying the
potential pro-oxidative activities of VLCFA. Thiss iin agreement with the previous
investigations, performed on normal and X-ALD hunfidlmoblasts in the presence of C26:0
[34]. The glutathione level has been measured usiogochlorobimane, which binds to thiol
groups by an enzymatic reaction catalyzed by diidate S-transferases [52]. Under VLCFA
treatment, a decrease in glutathione level is neaglue to the lower glutathione S-transferase
activity. Regarding the role of this enzyme in tthegradation of a variety of cytotoxic
molecules, one could suggest that such diminutiannd VLCFA accumulation might
contribute to oligodendrocytes dysfunction. Addiadly, the low glutathione level would

induce further sensitization of oligodendrocytesRIOS and RNS leading to demyelination
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[79], underlying the importance of environmentaitéas in triggering demyelination process
in peroxisomal leukodystrophies. Moreover, in agreet with investigations performed with
organotypic spinal cord slices of knockoMbcdl mice cultured in the presence of C26:0
[34], we have shown increased levels of SOD agtiwihile catalase activity decreased in
VLCFA-treated oligodendrocytes. The decrease ddlaaé activity is concomittant to,6;
overproduction, which can oxidize the major celliidamponents such as lipids, proteins, and
DNA causing their inactivations and their subsedquiegradations.

Beside the induction of ROS and RNS production, @tetation of anti-oxidant defences, the
evidence of lipid peroxidation on 158N murine otigndrocytes treated with C24:0 or C26:0
has been revealed by the presence of 4-HNE, totatdioxycholesterols and HODEs.
Currently, 4-HNE has already been identified inigrats with neurodegenerative diseases.
Indeed, it has been detected in the brain of patiesith Alzheimer’s disease [80], and it is
present at elevated levels in the plasma of patweiih Parkinson’s disease [67]. As 4-HNE is
a highly reactive aldehyde, it exhibits great rdtyt with biomolecules, such as proteins,
DNA, and phospholipids, generating a variety ofantand inter-molecular covalent adducts
[81]. At the membrane level, proteins and aminadipcan be covalently modified by lipid
peroxidation products (hydoxy-alkenals) and ac@vavarious metabolic pathways
contributing to the cell death process [82]. On otiger hand, radical attack of cholesterol
leading to intra cellular accumulation of total ydnoxycholesterols (including o#
hydroxycholesterol, F-hydroxycholesterol, and 7-ketocholesterol) is timest probable
hypothesis since overproduction of ROS and RNSadgerved [83]. However, as fi-1
hydroxysteroid deshydrogenase typel and cholesi#erdiydroxylase (CYP7ALl) are key
enzymes of the cholesterol catabolism [84] leading73-hydroxycholesterol and o
hydroxycholesterol biosynthesis, respectively, ativation of these enzymes can not be
excluded as well as an interconversion betweent@ckelesterol andF#hydroxycholesterol
[84]. As total 7-hydroxycholesterols have a widega of biological activities, and are potent
inducers of cell death [83], they might contribute the cell death process triggered by
VLCFA. Thus, the presence of 4-HNE and total 7-lbygcholesterols in VLCFA treated-
158N cells constitutes an important link betweerative stress and induction of cell death.
As polyunsaturated fatty acids and their esterskamvn to be more susceptible to free-
radical mediated oxidation than cholesterol [85¢, also focused on the degradation product
of linoleate especially HODEs including 9-hydroxgtadecadienoic acid, and 13-hydroxy-

octadecadienoic acid. Interestingly, the detectbthese molecules not only constitutes an
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additional criteria of lipid peroxidation, but itsialso in agreement with previous
investigations performed on mouse primary astracyidtures demonstrating that VLCFA
can cause lipotoxic response via 5-lipoxygenasq. [RRleed, 9-hydroxy-octadecadienoic
acid, and 13-hydroxy-octadecadienoic acid can b&sdiosynthetized from linoleic acid by
various lipoxygenases including 3-lipoxygenaseipbiygenase, 8-lipoxygenase, and 12/15-
lipoxygenase [86, 87].

In addition to lipid peroxidation, DNA damage anatein carbonylation were also observed
under treatment with VLCFA. Regarding DNA degradatias no Sub G1 cells were
identified whatever the concentrations of VLCFA diseur data rather support that VLCFA
induce a non apoptotic mode of cell death wherpagtasis without decrease of cell DNA
content have also been reported [88]. After nustiaining with Hoechst 33342 as weel as by
transmission electron microscopy allowing to digtiish between apoptosis and necrosis
[44], the absence of cells with condensed andégnfrented nuclei characteristic of apoptotic
cells bring additional evidence that VLCFA induce@n apoptotic mode of cell death (our
data not shown). Thus, VLCFA-inducing DNA damagesifly observed at 20 uM) can be
considered rather as a consequence of cell deattivating various enzymes as
endonucleases, than due to a consequence of @eddtess revealed as low as 5 uM. At the
opposite to DNA degradation, protein carbonylatihjch is known to reflect the level of
oxidative stress was significantly enhanced as ssoh0 pM. Accordingly, in the spinal cord
of Abcdl deficient mice, as well as in cultured X-ALD fillmasts, specific and well
characterized markers of direct oxidation of cagtheesidues were identified [31] suggesting
that the excess of VLCFA might not be the uniguaseaof oxidative damage in X-ALD, and
that the loss of ABCD1 might hampers oxidative streomeostasis [34].

So, in order to determine the part taken by ABCd ACOX1 in oxidative stress, murine
oligodendrocytes 158N were transfected with SiRNaswing to inactivateAbcdl and
Acoxlgene expression. The interesting aspect revealétldse experiments is that the loss
(or the important decrease) @éfbcdl or Acoxl expression is associated with enhanced
overproduction of ROS (®®and HO,) and NO. This enhanced oxidative stress in deficie
Abcdl and Acox1 158N oligodendrocyte cells, which is in agreemeiith observations
performed on X-ALD fibroblasts and on spinal coadAbcdlnegative mice, as early as 3.5
months of age before onset of neuropathologicaissi@4], could ultimately constitute a
major component leading to oxidative damages ane piae way for the cascade of events
that might lead to neurodegeneration in X-ALD anNARLD. Further, we provide evidences
of an additional effect of C24:0 and C26:0 to emea®’, H,O, and NO overproduction

130



RESULTATS

when added on deficient Abcdl and Acox1l 158N cdllsus, untransfected cells might
tolerate higher doses of C24:0 or C26:0 withoutrpreduction of ROS and NO, suggesting
that the mechanisms that should buffer the oxidativess caused by these VLCFA work less
efficiently in Abcdl and Acox1 deficient cells, or alternatively, that the C240 C26:0 -
dependent induction of oxidative stress is lowemmransfected cells, who can properly
metabolize the VLCFA. Therefore, our data estalistthe first time that the knockdown of
Abcdl or Acoxl expressions strongly increased, ®,0, and NO production even in the
absence of C24:0 and C26:0, and contributed torex@h@24:0 and C26:0-inducing oxidative
stress. Thus, in the context of X-ALD and P-NALDjdative stress may constitute a major
factor and an early event contributing to the pgémesis of these diseases.

In agreement with the three-hit hypothesis of thethpgenesis of X-ALD [89], our
investigation bring additional information suppogithat X-ALD is a neurodegenerative
disease associated with oxidative stress. Indeg@dneed levels of lipid peroxidation markers
(total 7-hydroxycholesterols and HODES) were founthe plasma of patients with different
forms of X-ALD. Thus, comparatively to healthy sedfs, significant higher levels of total 7-
hydroxycholesterols and HODEs were identified inALO, Addison disease, and AMN, and
the higher levels of these peroxidation markersewleund in CCALD patients suggesting
that the oxidative stress might contribute to thel@tion of the disease, and to the
demyelination process. Interestingly, in ACALD peatis no signs of lipid peroxidation were
identified with the markers used. So, these datdedime that oxidative damages can be
involved in the physiopathology of CCALD, and caifhto distinguish the different forms of
X-ALD. As 75% of CCALD patients (6 patients amongtidied) have both high levels of
total 7-hydroxycholesterols and HODEs whereas 22%pdtients among 8 studied) have
simultaneously low levels of total 7-hydroxychokssis and HODES, our data also highlight
that systemic oxidative stress is not a generalfeaof CCALD. Therefore, our data support
that antioxidant therapeutic strategies can notrb@sage as a general treatment of CCALD,
whereas this therapy can have some interestsiengapresenting an oxidative stress [31]. In
addition, we suggest that total 7-hydroxycholedseemd HODEs might constitute suitable
biomarkers of X-ALD in order to identify among CCAL patients those presenting a
systemic oxidative stress capable to respond ioxadant therapies.

Altogether, our data demonstrate that: i) C24:0 @28:0 are able to induce oxidative stress;
i) inhibition of Abcdl and Acox1 expression enhances oxidative stress; iii) iniwibitof
Abcdlor Acoxlexpression increases C24:0 and C26:0 - inducethtixe stress; iiii) X-ALD

is a neurodegenerative disease associated witlatoredstress as indicated by the presence of

131



RESULTATS

high levels of plasmatic markers of oxidation (tofehydroxycholesterols, HODES) in X-
ALD patients, especially in some CCALD patientso(ard 75%) . Therefore the present
investigation supports the important role of pesoxnal metabolism in homeostasis of ROS
and RNS, and shows that the implication of the atxe stress is not a hallmark of severe
forms of X-ALD (CCALD). Consequently, these obsdiwas have important implications
for X-ALD therapy since anti-oxidants can have poitd interest to prevent the evolution of
the diseases only in some CCALD patients. In aoiditin X-ALD patients, as the plasmatic
levels of total 7-hydroxycholesterols and HODEsnpéeto distinguish the different forms of
X-ALD, these biomarkers of oxidative stress mayoamve some interests to follow the

evolution of the disease in order to apply to thegmts the most appropriate treatment.
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LEGENDS

Figure 1. Effects of VLCFA on cell proliferation, cell viability and mitochondrial status

of 158N murine oligodendrocytesMurine oligodendrocytes (158N) were cultured 2drto
48 h in the absence (control) or in the presencalpifa-cyclodextrine (vehicle: 1 mg/ml) or
VLCFA (C24:0 or C26:0: 5, 10, 20, 40 uM). Cell pfetation was determined by cell
counting (A, B), cell viability was evaluated wigiopidium iodide (C,D) and mitochondrial
transmembrane potential was determined with JChL @24 h. Data shown are mearsb
from three separate experiments performed in ¢apd. Significance of the difference
between control and vehicle, C24:0 or C26:0 (Marmtéy test; P < 0.05 or less).

Figure 2. Effects of VLCFA on ROS and RNS production on 158Nmurine
oligodendrocytes.Murine oligodendrocytes (158N) were cultured for I24n the absence
(control) or in the presence of alpha-cyclodextrimehicle: 1 mg/ml) or VLCFA (C24:0 or
C26:0: 5, 10, 20 uM). The effects of C24:0 and 026n the production of intracellular
superoxide anion (£) (A), mitochondrial superoxide anion (B), hydrogeeroxide (HO,)

(C) and nitric oxide (NO) (D) were measured by flaytometry with DHE, Mitosox,
DHR123, and DAF-FM, respectively. The dark horiabraotted lines represent the threshold
of control cells. Data shown are mearSB from three separate experiments performed in
triplicate. Significance of the difference betwemmtrol and vehicle, C24:0 or C26:0 (Mann
Whitney test; P < 0.05 or less).

Figure 3. Effects of C24:0 and C26:0 on glutathione level, peroxide dismutase and
catalase activities on 158N murine oligodendrocytesMurine oligodendrocytes (158N)
were cultured for 24 h in the absence (controljrothe presence of alpha-cyclodextrine
(vehicle: 1 mg/ml) or VLCFA (C24:0 or C26:0: 5, 120 uM). At the end of the incubation
time, total glutathione level was measured by awmletry (A), the percentage of cells
containing reduced glutathione was determined bw ftytometry with monochlorobimane
(MCB) (B), superoxide dismutase (SOD) (C) and esal(D) activities were biochemically
determined. Data shown are meanSP from two separate experiments performed in
triplicate. Significance of the difference betwemmtrol and vehicle, C24:0 or C26:0 (Mann
Whitney test; P < 0.05 or less).
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Figure 4. Effects of C24:0 and C26:0 on lipid peragation on 158N murine
oligodendrocytes Murine oligodendrocytes (158N) were cultured #F h in the absence
(control) or in the presence of alpha-cyclodextrimehicle: 1 mg/ml) or VLCFA (C24:0 or
C26:0: 10, 20 uM). The effects of C24:0 and C2610ipid peroxidation were determined by
the intracellular level of 4-hydroxynonenal (4-HN&)aluated by fluorescence microscopy
and flow cytometry (A), and by the intracellulavéds of total 7-hydroxycholesterols (B) and
HODEs (C) determined by gas chromatography anddigihromatography, respectively,
coupled with mass spectrometry. The dark horizodtdded lines represent the threshold of
control cells. Data shown are meanSb from two separate experiments performed in
triplicate Significance of the difference betweamirol and vehicle, C24:0 or C26:0 (Mann
Whitney test; P < 0.05 or less).

Figure 5. Effects of C24:0 and C26:0 on DNA degradi@an and protein carbonylation on
158N murine oligodendrocytes Murine oligodendrocytes (158N) were cultured 2dr h in
the absence (control) or in the presence of algispdextrine (vehicle: 1 mg/ml) or VLCFA
(C24:0 or C26:0: 10, 20 uM). The effects of C24rl 826:0 on DNA degradation was
determined by flow cytometry on propidium iodideaised cells by the percentage of
hypodiploid cells (DNA degradation) and by the mamtage of Sub G1 cells (inter-
nucleosomal DNA fragmentation) (A) . The effects 624:0 and C26:0 on protein
carbonylation was biochemically evaluated by thangitly of carbonyl content per quantity of
protein (B). Data shown are mean SD from two separate experiments performed in
triplicate. Significance of the difference betwemmtrol and vehicle, C24:0 or C26:0 (Mann
Whitney test; P < 0.05 or less).

Figure 6. Inactivation of Abcdl and Acoxl expression by siRNA on 158N murine
oligodendrocytes. Murine oligodendrocytes (158N) were transfectedhwstrambled (Sr)
SsiRNA, with various Abcdl siRNAs (Abcdl 1, Abcdl Rbcdl 3), or with various Acox1
siRNAs (Acox1 1, Acoxl 2, Acoxl 3) in order to idiéy the most appropriated siRNAs.
Silencing was quantified by RT-gPCR at the mRNAelelA) and by Western Blotting at the
protein level (B). Data shown (A) are meai®Pb from for separate experiments performed in
triplicate. Significance of the difference betwea®mn transfected 158N cells (Wt), Srambled
(Scr) and siRNA transfected cells (Mann Whitney;teB < 0.05 or less). Data shown (B) are

representative of the data obtained on four sepagieriments.
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Figure 7. Effects ofAbcdland Acoxl silencing by siRNA on ROS and RNS production

in the absence and in the presence of C24:0 or CB6on 158N murine oligodendrocytes.
Murine oligodendrocytes (158N) transfected withasabled (Scr) siRNA or with siRNA
against Abcdl or Acoxl1 (SiRNA Abcdl 2; siRNA AcoR) were further cultured for 24 h in
the absence (control) or in the presence of algispdextrine (vehicle: 1 mg/ml) or VLCFA
(C24:0 or C26:0: 5, 10, 20 pM). The intracellulaoguction of superoxide anion £OQ (A),
hydrogen peroxide (#D.) (B), and nitric oxide (NO) (C) were measured oy cytometry
with DHE, DHR123, and DAF-FM, respectively. The kidnorizontal dotted lines represent
the threshold of control cells. Data shown are me&D from three separate experiments
performed in triplicate. Significance of the dikace between control (non transfected
untreated 158N cells) and non transfected 158N ¢edhted with vehicle, C24:0 and C26:0
(Mann Whitney test; P < 0.05 or less). Significance of the differencesaeen transfected

versus non transfected cells (Mann-Withney te§<@.05 or less).

Figure 8. Measurement of lipid peroxidation in theplasma of patients with various
forms of X-ALD. VLCFA (C24:0 and C26:0), and lipid peroxidation guats including total
7-hydroxycholesterols (-hydroxycholesterol + [F-hydroxycholesterol + 7-ketocholesterol)
and HODEs (9-hydroxy-octadecadienoic acid + 13-byghoctadecadienoic acid) were
guantified by gas or liquid chromatography, respety, coupled with mass spectrometry in
the plasma of patients with different forms of X4BL8 CCALD; 3 ACALD; 10 AMN; 4
Addison disease) and in the plasma of 10 healtlyests. Significance of the difference
between healthy subjects and patients with diffeferms of X-ALD (Wilcoxon test; *P <
0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001).
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TABLE

Untreated cells

(control)
C24:0 62.0
(ng/1@ cells) +13.1
(fold increase)
C24:0 repartition by lipid sub-classes:
% versus C24:0
* Neutral sterols 25% (15.5)

* Phospholipids

* FFA
(ng/1C cells)

55% (34.1)
20% (12.4)

C26:0 9.0
(ng/1@ cells) +4.2
(fold increase)

C26:0 repartition by lipid sub-classes:

% versus C26:0

* Neutral sterols 35% (3.1)
* Phospholipids 40% (3.6)
* FFA 25% (2.3)

(ng/10 cells)

Alpha-
cyclodextrine
(vehicle)

91.0
+29.7
(1.5)

16% (14.6)
65% (59.1)
19% (17.3)

9.0
+3.3

@)

21% (1.9)
52% (4.7)
27% (2.4)

C24:0
(5 um)

247.4
+4.7
(4)

20% (49.5)
49% (121.2)
31% (76.7)

7.3
+0.6
(0.8)

26% (1.9)
54% (3.9)
21% (1.5)

Treatments

C24:0
(10 uMm)

1452.0
+310.4 *
(23.4)

13% (188.8)
31% (450.1)
56% (813.1)

26.0
+16.0 *
(2.9)

22% (5.7)
47% (12.2)
31% (8.1)

C24:0
(20 uMm)

8458.0
+1212.4 %
(136.4)

4% (338.3)
21% (1776.2)
75% (6343.5)

49.0
+23.0*
(5.4)

23% (11.3)
52% (25.5)
25% (12.2)

C26:0
(5 um)

60.1
+1.1
(0.9)

14% (8.4)
68% (40.9)
18% (10.8)

57.8
+0.2*
(6.4)

24% (13.9)
37% (21.4)
39% (22.5)

C26:0
(10 uMm)

156.0
+31.2*
(2.5)

14% (21.8)
67% (104.5)
19% (29.7)

506.0
+134.8 *
(56.2)

15% (76)
34% (172)
51% (258)

C26:0
(20 u™m)

166.0
+37.4*
(2.7)

23% ()
32% ()
46% ()

2058.0
+311.2*
(228.6)

2% (41.2)
4% (82.3)
94% (1934.5)

Table 1: C24:0 and C26:0 accumulation in 158N murine oligodelrocytes after 24 h of treatment with different cacentrations of C24:0

or C26:0. Data shown are meanSD of two to three independent experiments peréarim duplicate. (*P <0.05 or less: comparison of treated

versus untreated-cells.
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lll Article 3 : Characterization of cell death and myelin protein
expression (PLP, MBP) in wild type and Abcd1 inactivated 158N

Murine Oligodendrocytes treated with C24:0 or C26:0

(Manuscrit en préparation)

Mauhamad Baarine, Franck Ménétrier, André Bouchot, and Gérard ldzar

1 Introduction

L'X-ALD est une maladie peroxysomale démyélinisamésultant d’'un dysfonctionnement de
I’hémitransporteur peroxysomal ABCD1 conduisanina accumulation cytoplasmique et tissulaire
d’AGTLC (C24:0 et C26:0). Cette maladie, pour ldtpi@aucune relation génotype-phénotype n'a
encore été établie pourrait étre déclenchée awanides SNC par différents événements impliqués
dans la démyélinisation. En raison de l'identificatde cellules mortes (en particulier apoptotiques
au niveau des lésions cérébrales d’X-ALD, il a stggéré que la mort des oligodendrocytes
(cellules synthétisant la myéline) pouvait constituun évenement important de la
neurodégénérescen@eimini et al.,2003; Eichleret al.,2008; Singh & Pujol, 2010).

Pour aborder cet aspect de la physiopathologiéxdallD, des oligodendrocytes murins 158N ont
éte traités par différentes concentrations d’AGTI024:0 et C26:0 : 5, 10, 20 et 40 uM) pendant 24
a 48 h. Dans ces conditions, nous avons caractétisée type de mort cellulaire induite par les
AGTLC, 2) Impact des AGTLC au niveau des mitoctdas et des lysosomes, 3) les effets des
AGTLC sur les taux de calcium et sur le pH inttataire, 4) les effets de I'accumulation
d’AGTLC sur la synthése des protéines majeures deyéline (PLP et MBP).

Les conséquences de l'inactivation de I'expresdiéiiocdl réalisée a I'aide de siRNA ont aussi été
abordées sur des cellules 158N cultivées en absanen présence d’AGTLC. Dans ces conditions,
et comparativement a des cellules 158N non tratédec la mort cellulaire a été quantifiée et
caractérisée et I'expression des protéines majeleesyéline (PLP et MBP) a été mesurée.

Ce travail a permis de montrer que les AGTLC inglieist essentiellement un type de mort cellulaire

non apoptotique évoquant la nécrose avec des édsticues d'autophagie (coloration a la
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monodansylcadavérine). Ce type de mort cellulase assi associé a une dépolarisation des
mitochondries (chute du potentiel membranaire rhivocrial A¥Ym)) et a une déstabilisation des
lysosomes montrée par coloration a I'acridine oea(®0O) et au LysoTracker Red. En repérant les
mitochondries par identification du cytochrome dest lysosomes par identification de I'antigéne
Lampl, une redistribution de ces deux organelles tiacytoplasme a été observée. Ces évenements
sont précédés par une augmentation rapide de wuicimacellulaire, en accord avec les résultats
obtenus par d’autres équipédein et al., 2008) et par une alcalinisation du cytoplasme des
I'introduction des AGTLC dans le milieu de cultutéaccumulation des AGTLC n’induit pas une
diminution de I'expression de protéines majeureadayéline (PLP et MBP).

Dans leur ensemble, les résultats obtenus montyeatles AGTLC induisent rapidement des
modifications cellulaires (taux de calcium, pH).r Rdleurs, ils révelent que les AGTLC agissent
non seulement sur les mitochondries mais aussilesirlysosomes qui pourraient largement
contribuer a la mort cellulaire en re-largant densytoplasme différentes enzymes protéolytiques.
Par ailleurs, linactivation d’Abcdl semble rendpdus sensible les cellules aux AGTLC et
augmenter la proportion de cellules mourant parpagse. Les effets de I'extinction d’Abcdl
provoquent une diminution de I'expression de PLPngest pas potentialisée par les AGTLC.
L’implication du lysosome dans la mort cellulaireduite par les AGTLC est une piste qui mérite
d’étre approfondie en raison des applications phaatogiques sur lesquelles elle pourrait aboutir

dans le cadre du traitement de I'’X-ALD.
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Characterization of cell death and myelin protein &pression (PLP, MBP) in wild type

and Abcd1 inactivated 158N Murine Oligodendrocytesreated with C24:0 or C26:0

Abstract

In X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD) charactexd by a genetic deficiency of the
ABCD1 peroxisomal protein, the identification ofadkecells in brain lesions suggested that
the death of oligodendrocytes, which are myelintlsgtizing cells, might contribute to the
demyelination process observed in severe forms-8iLR. As very long chain fatty acids
(VLCFA) are increased in the plasma and tissuedyding brain, of X-ALD patients, the aim
of the present study was to characterize the impaMLCFA (C24:0 and C26:0) on wild
type or Abcdl deficient murine oligodendrocytes M58 this context, the ability of VLCFA
(5, 10, 20, and 40 uM) to induce cell death of 15%MNs and to modulate the expression of
the major myelin proteins (PLP and MBP) was stud{@d 158N cells, under treatment with
VLCFA, cell proliferation was inhibited in a dosemkendent manner. At 10 and 20 puM,
important morphological changes were revealed lansimission electron microscopy:
mitochondria of various sizes and shapes, and smgidhan in untreated cells; presence of
numerous vacuoles containing cellular debris. &sé&concentrations, a strong staining was
observed with monodansylcadaverine on VLCFA-trea®ts suggesting the involvement of
autophagic processes. In addition, a loss of trendgmane potential was observed with
Rhodamine 123 associated with a cytoplasmic rdligion of mitochondria as well as
lysosomal modifications: enhanced permeability ade@ by staining with Acridine Orange,
and cytoplasmic redistribution of lysosomes showith w.ysotracker and LAMP1. The
different methods used to characterize cell dedbe¢hst staining, FLICA, TUNEL,
presence of active caspase-3) support that the wiockdl death induced by C24:0 and C26:0
is not an apoptotic process. Interestingly, thisdenof cell death is immediately associated
with an increase of intracellular calcium and watklecrease of intracellular pH which can be
relied to lysosomal destabilisation. Inactivatidndcdl only slightly increases the cytotoxic
effects of VLCFA measured by staining with propmiuiodide. In addition, Abcdl
inactivation was associated with a decrease of MB&wever, on wild type or Abcdl

deficient cells, VLCFA have mainly no effect on PaRd MBP expression.
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Introduction

X-linked adrenoleukodystrophy (X-ALD, OMIM 30010y the most frequent peroxisomal
leukodystrophy of childhood, affecting approximatd/20,000 boys (Berger and Gaértner,
2006). It is characterized by axonopathy in thenalprord, demyelination in the cerebral
hemispheres, and adrenal insufficiency associaidd am accumulation of saturated (C24:0
and C26:0), and to a lesser extent monounsatui@gd:1) very long chain fatty acids
(VLCFA) in the plasma and tissues of patients, eisplg in the brain and adrenal cortex
(Valianpouret al, 2003; Kemp and Wanders, 2007). This diseasaused by defects of the
ABCDL1 gene (located at the end of the long arm of thehXdmosome (Xg28)), which
encodes for the ATP-binding cassette (ABC) transporndrenoleukodystrophy protein
(ALDP, ABCD1) located in the peroxisomal membrakto¢seret al, 1993; Dubois-Dalcet
al., 1999). To date, more than 500 different mutaibave been reported in tABCD1gene
(Kempet al, 2001; see also X-ALD databaseww.x-ald.n)). The exact function of ALDP,
which is widely expressed in oligodendrocytes,asttes, microglia, and endothelial cells but
only sparsely in neurons (Hoftbergetral, 2007), remains still unclear whereas it seems to
play crucial in transport of VLCFA, or their Coemag A derivatives, into peroxisomes
(Wanders and Waterham, 2006). Thus, it is well bistaed that the impairment of the
functions of ALDP leads to a disturbed degradat@nVLCFA via peroxisomal beta-
oxidation resulting in the plasmatic and tissulecuanulation of VLCFA, especially C24:0
and C26:0 in X-ALD patients (Baes and Aubourg, 2008urrently, data obtained with
transgenic mice demonstrated that the loss of p@ymes in the oligodendrocytes, which are
myelin synthesising cells (Baumann and Pham-Din@0Q12 is sufficient to lead to
demyelination in central nervous system. Indeed; NWP-Pex5knockout mice (Kassmaret
al., 2007), the absence of functional peroxisome edysogressive demyelination. At the
opposite, when peroxisomes were deleted from aggedn GFAP-Pex5(-/-) mice or from
neurons in NEX- Pex5(-/-) mice, the absence of xisomnal metabolism in these cells did not
provoke the neurodegenerative phenotype observéer afeleting peroxisomes from
oligodendrocytes whereas a marked accumulation b€RA was observed in brain
(Bottelbergset al, 2010). Thus, these data underline that peroxésoeed to be present
within oligodendrocytes for the preservation of aabintegrity and for the formation and
maintenance of myelin (Baes and Aubourg, 2009).

So, whereas the genetic basis of most peroxisomatdirs are well characterized (Gould
and Valle, 2000; Welleet al, 2003), and whereas the predominant role of psooxes in

oligodendrocytes is well established for myelinati(Kassmannet al, 2007; Baes and
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Aubourg, 2009; Bottelbergst al, 2010), the consequences of the accumulationL6fRA in
oligodendrocytes and the associated molecular méaha capable to activate dys- or
demyelination are still not well known. It is pdss that the incorporation of VLCFA might
destabilize cell membranes (Het al, 1995) or stimulate the synthesis of TNFin
macrophages and astrocytes in brain lesions of X fhtients (Paintli@t al, 2003) capable
to further induce dysfunctions or cell death ingotiendrocyte progenitor cells or in
oligodendrocytes (Cimiret al, 2003; Eichleet al, 2008; Heiret al, 2008; Singh and Pujol,
2010). Therefore, as VLCFA accumulation in oligodietytes may induce a cell death
process, contributing at least in part, to the delimgition and to the progression of X-ALD
(Feigenbaunet al, 2000), it is important to study the effects efréacosanoic acid (C24:0)
and hexacosanoic acid (C26:0), (two main VLCFA edled in the plasma and tissues of X-
ALD patients (Takemotet al, 2003)) on oligodendrocyte viability and on theathesis of
main myelin proteins, proteolipid protein (PLP) amglelin basic protein (MBP), which have
not only important roles in myelin structure anahdtion for the transmission of the nerve
impulse (Tayloret al, 2004; Horsteet al, 2005) but also on various oligodendrocytes and
neurons activities (Campagnoni and Skoff, 2001).

So, as the consequence of VLCFA accumulation igodiendrocytes of X-ALD patients are
still questionable (Eichlegt al, 2008), we used wild type murine oligodendrocyi&8N and
siRNA inactivatedAbcd1 158N cells to characterize the impact of intradaH increase of
C24:0 and C26:0 on the induction of cell death, andhe expression of PLP and MBP. The
immortalized 158N murine oligodendrocytes were emosince they contain functional
peroxisomes, and express the proteolipid protdiff{Rnd the myelin basic protein (MBP) as
well as main markers of well differentiated oligodeocytes (CNPase and myelin
oligodendrocyte glycoprotein (MOG)) (Baarire¢ al, 2009), allowing thus to study the
relationships between peroxisomal defects, anaddégdrocyte functions.

Materials and Methods

Cells, cell cultures, and cell treatments

Normal murine oligodendrocytes (158N) immortalizeih the SV40 large T-antigen derive
from Tabby male (Ta/Y) control mice (Fewdtzal, 2001; Ghandougt al, 2002). These cells,
which have some characteristics of well differetetiboligodendrocytes (Baarie al, 2009),
were seeded at 5,000-10,000 cell/either in 75-cr culture flasks or in Petri dishes (100
mm in diameter) and cultured in Dulbecco’s Modifteagle Medium (DMEM) supplemented

with 5% (v/v) heat inactivated fetal bovine seru@ells were incubated at 37°C in a
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humidified atmosphere containing 5% £ CQrypsinized (0.05% trypsin-0.02% EDTA
solution) and passaged twice a week .

C24:0 and C26:0 were from Sigma-Aldrich (St LoD, USA). They were solubilized in
alpha-cyclodextrin (Sigma-Aldrich) as previouslysdebed (Singh and Kishimoto, 1983).
Final concentration of alpha-cyclodextrine (veh&uin the culture medium was 1 mg/ml
(Hein et al, 2008). For the different experiments, the caodg of treatment with VLCFA
(tetracosanoic acid C24:0; hexacosanoic acid C26e0¢ the followings. After plating 158N
cells in 6 or 12 wells plates for 48 h, the cellravfurther treated for 24 or 48 h with various
VLCFA concentrations (5, 10, 20, 40 uM) in HAM’s-&-inedium. For transfected cells, cells
were plated for 24 h in 12 well plates, transfeoteth Abcdl siRNAs for 24 h in DMEM
medium supplemented with 10% SVF, and then tre&ted24 h with different VLCFA
concentrations (5, 10, 20 uM) in HAM’s-F10 medium.

Cell Counting and cell morphology

The total number of cells (adherent and non-adhecefis) was determined on 158N
oligodendrocytes cultured in the absence or imptiesence of VLCFA (C24:0 and C26:0 used
at 5, 10, 20, and 40 uM for 24 h and 48 h) in 6hpktes by using a hematocytometer under
an inverted phase contrast microscope Diaphot (NiKokyo, Japan) which was also used to
evaluate cell morphology. Digitalized images weldamed with a Coolpix P5100 camera
(Nikon).

Transmission electron microscopy

Transmission electron microscopy was used to \meiahe ultrastructural modifications
induced by VLCFA (C24:0 and C26:0 used at 10 or |20 for 24 h) on 158N
oligodendrocytes. Briefly, the samples were fixedX h at 4°C in 2.5% (w/v) glutaraldehyde
diluted in cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.4), waghwice in cacodylate buffer (0.1 M, pH
7.4), post-fixed in 1% (w/v) osmium tetroxide dédtin cacodylate sodium (0.1 M, pH 7.4)
for 1 h at room temperature in the dark, and rirtgece in cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.4).
The preparations were then dehydrated in gradeghetlsolutions and embedded in Epon.
Ultra-thin sections were cut with a diamond knife an ultramicrotome, contrasted with
uranyl acetate and lead citrate, and examined usdét7500 electron microscope (Hitachi,

Tokyo, Japan).
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Nuclei staining with Hoechst 33342

Nuclear morphology of control and VLCFA-treatedlgelas characterized by fluorescence
microscopy after staining with Hoechst 33342 uge? jag/ml: normal cells are characterized
by round and regular nuclei, apoptotic cells bydamsed and/or fragmented nuclei, necrotic
cells by irregular and diffuse nuclei (Lizard et, d1995). Cell deposits of about 40,000 cells
were applied to glass slides by cytocentrifugat{nmin, 1,500 rpm) with a cytospin 2
(Shandon, Cheshire, UK), mounted in Dako fluorescamunting medium (Dako,
Coppenhagen, Denmark), and stored in the dark@iutil observation. The morphological
aspect of cell deposits was determined with an #kop fluorescent microscope (Zeiss, Jena,

Germany) by using UV light excitation. For each p&n300 cells were examined.

Evaluation of transmembrane mitochondrial potentialith Rhodamine 123

Variations of the mitochondrial transmembrane pidén(AY,,) were measured with
Rhodamine 123 (Rh 123) (Sigma-Aldrich) used at M final concentration as previously
described (Lizard et al., 1995). Flow cytometri@lgses were performed on a Galaxy flow
cytometer (Partec), the green fluorescence of Rwi&3collected through a 520/20 nm band
pass filter and fluorescent signals were measured @garithmic scale. For each sample,

10,000 cells were acquired and the data were agdhyith Flomax software (Partec).

Labelling of lysosomal compartment with Lysotrackemd measurement of lysosomal
membrane integrity with acridine orange

The aspect and the cellular distribution of lysosemwhich can be evaluated by using
Lysotracker (Yooret al, 2010), was evaluated on 158N cells cultured lassgcoverslips by
staining with LysoTracker Red (Invitrogen, CergyARose, France) used at 1 puM final
concentration in the culture medium (5 min, 37 °@ijter labelling, the coverslips were
washed in PBS, mounted in Dako fluorescent mountieglium (Dako, Coppenhagen), and
stored in the dark at 4°C until observation undaelight. Observation were realized under
an Axioskop fluorescent microscope (Zeiss) usingegrexcitation, and digitalized images
were obtained with an Axiocam Zeiss camera (Zeiss)

Integrity of lysosomal membrane was determined withlysosomotropic weak base acridine
orange (AO) (Invitrogen) used at 5-10 pg/ml afteémiin of incubation at 37°C as previously
described (Lemaire-Ewinet al, 2005). AO is a metachromatic fluorophore thatuaculates

in normal lysosomes, turning orange-red under Higbt excitation. When AO-loaded

lysosomes are damaged, AO is then released intoytheol, turning yellow-green under blue
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light excitation. Flow cytometric analyses were fpened on a Galaxy flow cytometer
(Partec); the green and red fluorescence of AO weltected through a 520/20 nm band pass
filter, and a 630 nm long pass filter, respectivéjuorescent signals were measured on a
logarithmic scale. For each sample, 10,000 celleveequired and the data were analyzed
with Flomax software (Partec). After staining widl®©, cell deposits (40,000 cells per slide)
were also applied to glass slides by cytocentrtioga(5 min, 1,500 rpm) with a cytospin 2
(Shandon), coverslipped, examined under an Axiodkagresent microscope (Zeiss) using

blue excitation, and digitalized images were oladiwith an Axiocam Zeiss camera (Zeiss).

Identification of autophagic vacuoles after staingnwith monodansylcadaverine

The presence of autophagic vacuoles was analyzéddrgscence microscopy after staining
with monodansylcadaverine (MDC) (Biederbiekal, 1995; Niemaret al, 2001). MDC was
prepared at 0.1 M in DMSO and added to the cultuedium at a final concentration of 5 uM
as previously described (Miguet-Alfonst al, 2002). After 30 min of incubation at 37°C,
cells were collected by centrifugation, resuspenidethe culture medium, applied to glass
slides by cytocentrifugation (5 min, 1,500 rpm)twat cytospin 2 (Shandon), coverslipped and
immediately examined under an Axioskop fluoreseritroscope (Zeiss) by using UV light

excitation.

In situ detection of internucleosomal DNA fragmertian

In situ visualization of internucleosomal DNA fragmation at the single-cell levelas
performed by using the kit: DeadEnd™ FluorometricJNEL System (Promega,
Charbonnieres-les-Bains, France) (Bedeeral, 2000). Briefly, cells were trypsinized,
washed twice in PBS, mixed with non-adherent caltsl applied to glasdides (40,000 cells
per slide) by centrifugation (5 min, 1,500 rpm) lwa cytospin 2 (Shandon). After fixation
with 2% paraformaldehyde diluted in PBS (pH 7.4, room temperature), the celgsre
permeabilized with a 0.2% Triton X-100 solutionuddd in PBS (5 min, room temperature),
washed 3 times with PB&nd incubated with 100 ul of equilibration Buffér nin, room
temperature). Cells were then incubated with 300f4[TdT solution (1 h, 37°C) ira
humidified atmosphere. The signal of TUNEL was thetectedy incubation (15 min, room
temperature) with SSC 2X buffer. After washing iBS? cells were counterstained with
Hoechst 33342 (2 ug/ml, 5 minthe slides were mounted in Dako fluorescent monting

medium (Dako), coverslippe@nd stored at 4°C. Observations were performed ruade
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Axioskop fluorescent microscope (Zeiss) by usingebind UV light excitations. For each

sample, 300 cells were examined.

In situ detection of caspase and serine proteastvé®Es

Total caspase activities were measured with fam-M&R (Trevigen, Gaithersburg, MD)
and total serine protease activities were measwitidfluorescent inhibitor of serine protease
(FLISP) using specifically dedicated kits according manufactural procedures.
Fluorochrome-labeled inhibitors of caspase (FLIG&agents, such as fam-VAD-fmk, and
FLISP are cell permeant and non cytotoxic compowntsd to investigate in situ caspase
activities during apoptosis and in situ serine @ase activities during cell death, respectively
(Grabarelet al, 2002).

Fam-VAD-fmk is a carboxyfluorescein derivative oRAB-fmk. This fluorescent inhibitor of
caspases (FLICA) reagent was dissolved in DMSObtain a X150 concentrated solution.
Prior to use, a X3 working solution was prepareddbytion 1:5 in PBS. Furthermore, 40
cells were distributed into 300 pl aliquots cultureedium, and fam-VAD-fmk working
solutions were added to obtain a X1 final conceiama After 1 h of incubation in a 5% GO
95% air-humidified atmosphere at 37°C, cells wewrshed twice in PBS. The cells were
resuspended in 400 ul of PBS and immediately ardlyw flow cytometry on a GALAXY
flow cytometer (Partec).

FLISP was also dissolved in DMSO to obtain a 1 miviaentrated solution. Furthermore®10
cells were distributed into 490 pl PBS, and FLISBsvadded to obtain a 20 pM final
concentration. After 1 h of incubation in a 5% £2@5% air-humidified atmosphere at 37°C,
cells were washed twice in PBS. The cells were sgsoded in 400 ul of PBS and
immediately analyzed by flow cytometry on a GALAXNw cytometer (Partec).

The green fluorescence of fam-VAD-fmk or FLISP weodlected through a 520/20 nm band
pass filter and measured on a logarithmic scaleegoh sample, 10,000 cells were acquired

and data were analyzed with Flomax software (Partec

Immunostaining procedures for flow cytometry andiirescence microscopy

For flow cytometric analyses, cells collected bypsinization were mixed with non-adherent
cells, washed in PBS, and fixed in 2% paraformaldehdiluted in PBS (pH 7.4) (10 min,
room temperature). Furthermore, the cells weretdceavith the FACS permeabilizing
solution (BD-Biosciences, San Jose, CA, USA) fomii@. After washing in PBS, cells were
incubated for 20 min with blocking buffer (PBS, 8% saponine, 10% goat serum), washed
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in PBS, and incubated (1 h, room temperature) thighappropriate primary antibody (rabbit
polyclonal antibody raised against MBP (ab53294¢akh, Paris, France) used at 1/60; rabbit
polyclonal antibody raised against PLP (ab28486;aki) used at 1/200) diluted in blocking
buffer. Cells were then washed with PBS and inadbr 1 h at room temperature with a
488-Alexa goat anti-rabbit (Invitrogen) diluted BBS used 1/300. A conjugated control was
simultaneously realized. Finally, cells were washed resuspended in PBS, and analyzed on
a GALAXY flow cytometer (Partec). The green fluareace of 488-Alexa was collected with
a 520/10-nm band pass filter. The fluorescent ssgnw@re measured on a logarithmic scale.
For each sample, 10,000 cells were acquired (debsl and debris were excluded from the
analysis by gating on living cells with the sizadsture density plots). Data were analyzed
with FlowMax (Partec) and FlowJo (FlowJo Inc) sddtes.

Fluorescence microscopy was realized either ors seleded at 10,000 cellsfcon 12-mm
glass coverslips or on cell deposits obtained hgaantrifugation with a cytospin 4 centrifuge
(Shandon). To this end, cells were fixed in 2% fmraaldehyde diluted in PBS (pH 7.4) (10
min, room temperature). Furthermore, the cells wezated with the FACS permeabilizing
solution (BD-Biosciences) (5 min, room temperatuvegshed in PBS, and incubated (20 min,
room temperature) with blocking buffer (PBS, 0.05#ponine, 10% goat serum). After
washing in PBS, cells were incubated (1 h, roompemature) with an anti-LAMP1 primary
rabbit polyclonal antibody used at 1:300, or witfahbit polyclonal antibody directed against
Abcdl used at 1/100 diluted in blocking buffer. I€eliere then washed with PBS and
incubated for 1 h at room temperature with a 59dxAl (Invitrogen) diluted in PBS used
1:300. Nuclei were counterstained with Hoechst 2334ed at 2 pg/ml. After washing with
PBS, slides were mounted in Dako fluorescent magntnedium (Dako), coverslippeand
stored at 4°C. Observations were performed undexinskop fluorescent microscope
(Zeiss) by using green light excitation, and digited images were obtained with an Axiocam

Zeiss camera (Zeiss).

Video-microscopic measurement of intracellular €a

To measure intracellular calcium, 158N cells wasktuzed in 60 mm diameter Petri dishes.
When the cells were subconfluent, alpha-cyclode&{riC24:0 or C26:0 were added into the
culture medium and the effects on cytosolic calcigoncentration were immediately
quantified by video microscopy. Cytosolic calciumncentration of calcium ([Gdc) was
followed by using the cell permeable fluorescerdigator Fura2-AM (Invitrogen) (Siver,

1998). In brief, subconfluent 158N cells culturedfetri dishes were washed in PBS buffer,
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and loaded with 5 uM Fura2-AM for 30 min at 37°Ctek washing, cells were put in fresh
culture medium and after addition of C24:0 or C2@0 pM final concentration) or alpha-

cyclodextrin (1 mg/ml final concentration), [ERwas followed as 340/380 nm excitation
wavelength ratio at 530 nm wavelength emissionguairCell Observer Station composed of
an Axiovert 200M microscope (Leica), a digital caemm@Axiocam HRm, Leica). A field of

cells was imaged at 340 nm excitation and 380 naitation, and emission was collected at
530 nm, each image was acquired over 5 s, and @ecoflimages was acquired every 16 s

over 50 min.

Video-microscopic measurement of intracellular pH

To measure intracellular pH, 158N cells were celtin 60 mm diameter Petri dishes. When
the cells were subconfluent, with alpha-cyclodeer{l mg/ml final concentration), C24:0 or
C26:0 (20 uM final concentration) were added irite tulture medium and their effects on
intracellular pH was followed using the cell permleafluorescent indicator BCECF-AM
Invitrogen) (Boyer and Hedley, 1994). Briefly, selWwere washed, loaded with 5 uM BCECF-
AM for 30 min at 37°C. After a final wash, cells reeput in fresh culture medium, and after
addition of C24:0, C26:0 (20 uM final concentrajiar alpha-cyclodextrin (1 mg/ml final
concentration), the intracellular pH was followesl4560/490 nm excitation wavelength ratio
at 530 nm wavelength emission using Cell Obsertatid® composed of an Axiovert 200M
microscope (Leica), a digital camera (Axiocam HRmica). Each image was acquired over

25 ms, and a couple of images was acquired everiynZor 45 min.

Inactivation of Abcdl with SIRNAs

Abcdl siRNAs were from Ambion (Applied BiosystemGpurtaboeuf, France). These
siRNAs were used at 30 nM and transfected in 158 dy means of the INTERFERIn
transfection reagent according to the manufactur@structions (Polyplus / Ozyme, St
Quentin en Yvelines, France). For Abcdl inactivatiihree siRNAs were tested:

siRNA 1 (1D s62233), 'BCACUGUCGUUUUAAGAGGALtt-3(sense) and
5-UCCUCUUAAAACGACAGUGtt-3(antisense);

siRNA 2 (AD $62234), 'BCCAACAGACUUACUACCGALt-3(sense) and
5-UCGGUAGUAAGUCUGUUGGga-Zantisense);

A negative control siRNA (Ambion) directed aginsgng sequences with no significant

homology to any known genes from mouse, rat, ordrumere simultaneously used. Twenty-
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four hours after siRNA transfection, cells werelectied by trypsinization and used to analyze

the expression of Abcdl mRNA and protein by RT-qR@R western blotting, respectively.

Quantification of Abcdl mRNAs by RT-gPCR

Cells were harvested with trypsin/EDTA and washeth WBS. Total RNA isolation from
control, Scrambled RNA, Abcdl SiRNAs treated-15&Wscwas extracted using the RNeasy
Mini kit (Qiagen, Cortaboeuf, France) following theanufacturer’s instructions. cDNA was
generated by reverse transcription using QuantiTRev. Transcription Kit (Qiagen)
according to the manufacturer’s protocol and aredyay quantitative PCR using the SYBR
Green (BioScience Technology, Rockaway, NJ, USA)-time PCR technology, and an
iCycler iQ Real-Time Detection System (Bio-Rad lediories, Marne la Coquette, France).
The primer sequences arédbgdl: forward 5'-acatccctatcatcacacccactg-3' and reverse
gagaactcttgccacagccattg-3;27: forward 5'-ctcatgcccacaaggtactctgtg-3' and revesse
tgtatcgctcctcaaacttgacct-3') were chosen using Beacon Designer Software (Bio-Rad
laboratories). Thermal cycling conditions were al$ofvs: activation of DNA polymerase at
95°C for 10 min, followed by 40 cycles of amplifizn at 95°C for 15 s, 60°C for 30 s, and
72°C for 30 s, followed by a melting curve analygiscontrol the absence of nonspecific
products. Gene expression was quantified usingedgcthreshold (Ct) values and normalized
by theL27 reference gene. The quantitative expressiohbafd] andg-actin, was determined
according to 2" with ACt = (Ct of the gene studied) — (Ct of th27), or as fold induction of

the control.

Characterization and quantification of Abcdl proteby western blotting

After 24 h of transfection (2 days of culture), Iselvere trypsinized, washed with PBS,
harvested and lysed in a 10 mM Tris/HCI buffer, Hontaining 10 mM EDTA, 1% Triton
X100, 100 mM NaCl and a protease inhibitor cockti@ibche Diagnostics Inc.) for 20 min on
ice. After centrifugation at 17,000 g for 20 min4atC®, the total protein concentrations of
supernatants were determined using bovine serumimatb as a standard (Bio-Rad
Laboratories). A total protein (30 pug) was run ddSSpolyacrylamide gels (10%) according
to Laemmli (Laemmli, 1970), and transferred ont®\é(DF membrane (Bio-Rad Labratories)
as previously described (Towb#t al, 1979). The membrane was blocked in TBS with 0.1%
Tween containing 1% skim milk (blocking buffer) amstubated overnight at 4°C. Primary
antibodies, anti Abcdl 1/5,000 (rabbit polyclonagrum 925029) described elsewhere

(Baarine et al., 2009), and aiftiactin 1/10,000 (mouse monoclonal, Sigma-Aldrictérev
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diluted in blocking buffer and applied to sectiof@ 1 h at room temperaturéhe
membranes were washed TBS with 10% Tween 20 (TBBands were detected using anti-
IgG polyclonal antibody conjugated to peroxidase01d00 (Santa Cruz, CA, USA) for 1 h at
room temperatureThe membranes were washed in TBST and revealed asirenhanced
chemiluminescence detection kit (Santa Cruz Biateldgy Inc, Santa Cruz, CA, USA) and

autoradiographed.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed on at leastetimdependent experiments with Prism 5
software, version 5.01 (Prism Software Corporatiovine, CA, USA) with the Mann and

Whitney test. Data were considered to be statitidéferent at ap-value of 0.05 or less.

Results

Impact of C24:0 and C26:0 on the proliferation ob8N oligodendrocytes

The effects of C24:0 and C26:0 (5, 10, 20, and ¥ pn 158N murine oligodendrocytes
proliferation was studied after a 24 and 48 h mkob treatment on sub-confluent cells. As
shown in Figure 1A, at 5 and 10 uM, there was nalyht effects on cell proliferation
(quantified by counting on a hematocytometer). Hasveat 20 and 40 uM, cell proliferation
was strongly inhibited (up to 60 %). As the effectaC24:0 and C26:0 on cell proliferation
were in the same range of order at 24 and 48 thduinvestigations realised to characterize
the type of cell death were only performed at 24Irh.these conditions, observations
performed by phase contrast microscopy, did natakd the presence of floating cells in the
culture medium of 158N cells treated with C24:0C26:0 used at 5 and 10 puM for 24 h,
whereas some non adherent cells were found at d048nuM (Fig. 1B). With alpha-
cyclodextrine, used as vehicle to solubilized CZh@ C26:0, no effects on cell proliferation

were observed when compared to untreated cells.

Ultrastuctural modifications induced by C24:0 and26:0 on 158N oligodendrocytes

The ultraructural modification induced by C24:0 and6:0 (10, 20, and 40 uM) on 158N
murine oligodendrocytes were determine at 24 hegtinent on sub-confluent cells (Fig. 2).
When compared to untreated cells, no ultrastructmadifications were induced by alpha
cyclodextrine (Fig. 2A-B). In control cells, the tmthondrial cristae were clearly
distinguishable (Fig. 2C) and their aspects wenglar in alpha-cyclodextrine treated cells

(data not shown). With C24:0 and C26:0 used at M) po ultrastructural changes were
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detected (data not shown). However, with C24:0@26:0 used at 20 and 40 uM (Fig. 2D-E,
G-H, J-K), numerous cytoplasmic changes were olkeserand especially the presence of
vacuoles of various shapes and sizes containingpusartypes of materials. In addition,
comparatively to untreated and alpha-cyclodexttirated cells, mitochondria smaller in
sizes and with abnormal shapes were observed G2l C26:0 — treated cells (Fig. 2 F,
2L) as well as lipid droplets (Fig. 21) and muliitellar cytoplasmic structures, named myelin
figures (Fig. 2K).

The absence of cell with fragmented and/or condkenselei, characteristic of an apoptotic
mode of cell death, does not support that C24:0@26:0 induce apoptosis on 158N cells
(Lizard et al, 1995). As the vacuoles can be tightly associati¢lal cellular organels such as
mitochondria (Fig. 2E), these ultrastructural feasuevocate mitophagic and/or autophagic
processes. Thefore, in order to evaluate whethdr@Cand C26:0 may activate autophagic
processes, cells were stained with monodansylcadayewhich has been described to
accumulate in autophagic vacuoles (Niematral, 2001) (Fig. 3). Interestingly, whereas
only small and tightly fluorescent spots were ditgéan the cytoplasm of untreated and
alpha-cyclodextrine-treated 158N cells, a stromigriésscence was observed in the cytoplasm
of C24:0 and C26:0 — treated cells as soon as 20 uM

Characterization of the mode of cell death inducbyg C24:0 and C26:0 by complementary
methods: Hoechst staining, TUNEL method, FLICA mett, and detection of active
caspase-3 by immunofluorescence

In order to precise the mode of cell death induege®24:0 and C26:0, additional tests were
used (Fig. 4 A-B). The absence of cells with fragted and/or condensed nuclei observed by
fluorescence microscopy after staining with HoecB3842 were in agreement with data
obtained by transmission electron microscopy, argpert that C24:0 and C26:0 (10 and 20
p1M) do not induce apoptosis on 158N cells (Fig..4A)addition with C24:0 and C26:0 used
at 10 uM, no internucleosomal DNA fragmentation i@asd with the TUNEL method, no
activated caspases were detected with the FLICAodetand no activated caspase-3 were
found by immunofluorescence staining (Fig. 4A).ofkether, this data support the induction
of a non apoptotic mode of cell death. Howeverhwid24:0 and C26:0 used at 20 uM, around
15% of cells with inter-nucleosomal fragmented DNvere detected with the TUNEL
method, and on C26:0 treated cells similar pergasteof cells with activated caspases
detected with the FLICA method were found. As serprotease dependent activation of

caspases have been reported (StensoneCak, 2003), the activation of these enzymes was
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determined by FLISP method (Fig 4B). Interestingtgpecially in C26:0 (20 uM) treated
158N cells, a marked and significant activatiors@fine protease was observed.

Effects of C24:0 and C26:0 on transmembrane mitoddoial potential and cytochrome ¢
repartition

As important morphological changes (sizes and s)apemitochondria were observed by
transmission electron microscopy in C24:0 and C261beated 158N cells, the impact of
these VLCFA on the transmembrane mitochondrial i@k and on the cytoplasmic
repartition of cytochrome ¢ were investigated (Y. Noteworthy, a loss of transmembrane
mitochondrial potential was observed at 5, 10, 20quM with C24:0, and at 10 and 20 uM
with C26:0 (Fig. 5A). By immunofluorescence staminmportant modifications of the
reapartition of the cytochrome ¢ were observedéndytoplasm of VLCFA-treated cells at 10
and 20 uM (Fig. 5B).

Implication of lysosome in C24:0 and C26:0 inducedll death

In addition to mitochondria, lysosomes are alsoartgmt organels capable to play important
roles in caspase-dependent and independent ceh dq¥amashima and Oikawa, 2009).
Therefore, we precised the part taken by lysosam®&$&. CFA-induced cell death by various
approaches (Fig. 6). By using the lysosomotropie, dycridine orange (AO), and flow
cytometry, we analyzed the effects of C24:0 and:C26, 10 and 20 uM; 24 h) on lysosomal
membrane integrity of 158N murine oligodendrocyteg. 6A). No effects were detected at 5
MM, whereas as early as 10 uM a destabilizatiotysdsomal integrity was observed as
shown by lower percentages of acridine orange eg@tive cells. By fluorescent microscopy,
on AO stained cells, only small red fluorescenttspoere revealed in untreated and alpha-
cyclodextrine-treated cells (Fig. 6B). At the opip@son C24:0 or C26:0 (20 uM)-treated
cells, mainly large or aggregated red spots wegsgnt. By using LysoTracker Red, allowing
to evaluate the size and distribution of lysosomwess,obtained similar results (Fig. 6B). In
addition, the identification of LAMP1 (a lysosomadsociated membrane protein (Eskelinen
et al, 2003)) by immunostaing also show that C24:0 @28:0 induce an aggregation and a
redistribution of the lysosomes into the cytopla@fig. 6B). With alpha-cyclodextrine no

effects on lysosomal integrity, size and distribntiere found.

Effects of C24:0 and C26:0 on intracellular pH
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The ability of VLCFA to induce lysosomal modificatis led us to investigate the effects of
C24:0 and C26:0 on intracellular pHo this end, we analyzed whether addition of C2%:0
C26:0 (20 uM) in the culture medium causes chawndgestracellular pH measured every 2
min for 45 min with BCECF-AM by video microscopyigkre 7A, which displays the
representative traces of the kinetics of C24.0 @28:0, shows that these two VLCFA very
rapidly decrease the intracellular pH suggestingegy rapid effect of these VLCFA on
membrane integrity. With alpha-cyclodextrine (1 mf/ no modification of intracellular pH

was observed.

Effects of C24:0 and C26:0 on intracellular calciurevel

As VLCFA are able to induce deregulation of’Cia rat oligodendrocytes primary cultures
(Heinet al, 2008), it was of interest to precise the mectranif the early changes associated
with cytotoxic effects of VLCFA on 158N murine otigendrocytes (Fig. 7B). To this end, we
analyzed whether application of C24:0 (20 uM) ar26:0 (20 uM) causes changes of
intracellular C&" measured every 16 s for 50 minutes with Fura-2 iofeos microscopy.
Figure 4, which displays the representative tradehe kinetics of C24:0 and C26:0, shows
that these two VLCFA trigger very early intracefiuincrease of Gawhen they were added
to the culture medium, and that this increase wghen with C26:0 than with C24:0. For
comparison, we give the stable control trace obthwith vehicle solution containing alpha-

cyclodextrine (1 mg/ml).

Incidence of Abcdl silencing on C24:0 and 26:0 dunced cell death

To precise the incidence of Abcdl expression on d$easitivity of 158N murine
oligodendrocytes to C24:0 and C26:0 — induceddsslth, the effects of C24:0 and C26:0 (10
and 20 uM; 24 h) were studied on wild type aAbcdl knockdown 158N murine
oligodendrocytes (Fig. 8). Abcdl silencing was perfed either with siRNA Abcl (1) or
Abcl (2) which have similar efficiency. In thesenddions, when compared to untransfected
cells, slight increase of cell death were obseimed24:0 and C26:0 treated cells excepted in
the condition C26:0 (20 uM) wild type 158N cellsmgs transfected Abcdl (2) transfected

cells.

Incidence of Abcdl silencing on PLP and MBP express
As VLCFA-induced oligodendrocyte cell death has rbesuggested to contribute to
demyelination in X-ALD (Eichleet al, 2008), the effects of C24:0 and C26:0 (5, 10 20d
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UM; 24 h) were studied on wild type aAticdlknockdown 158N murine oligodendrocytes to
determine the effects on the two major myelin pretePLP and MBP (Fig. 9). Interestingly,
Abcd1 silencing (siRNA Abcdl (2)) decreases MBPregpion whereas it has no effect on
PLP expression (Fig. 9A). When added on wild typdlcdl inactivated 158N cells, C24:0
and C26:0 have either no effects or slight eff¢ptssitive or negative) on PLP and MBP
expression (Fig. 9B).
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Legends to Figures

Figure 1: Effects of very long chain fatty acids (C24:0 an€26:0) on cell growth of 158N
murine oligodendrocytes.Sub-confluent murine oligodendrocytes (158N) weunkuced in
the absence or in the presence of C24:0 and C26:00( 20 or 40 uM) for 24 and 48 h.
C24:0 and C26:0 were diluted mcyclodextrine (vehicle: 1 mg/ml). Cell proliferati was

determined by cell counting (A). Phase contrastrosicopy of untreatedy-cyclodextrine and
C24:0 or C26:0 — treated 158N cells (B). Data sh@are mean 5D from five separate
experiments performed in triplicate. Significanck tbe difference between control and
vehicle, C24:0 or C26:0 (Mann Whitney ted®, « 0.05 or less).

Figure 2: Ultrastuctural features of 158N murine oligodendra@ytes treated with very
long chain fatty acids (C24:0 and C26:0)Sub-confluent murine oligodendrocytes (158N)
were cultured in the absence or in the presen€&2dt0 and C26:0 (5, 10, 20 or 40 uM) for
24 h. C24:0 and C26:0 were dilutedarcyclodextrine (vehicle: 1 mg/mbDA: untreated cells;
B: vehicle-treated 158N cell€: morphological aspects of mitochondria (dark aspw
untreated cells; mitochondrial cristae are clealistinguishable (mitochondria with similar
aspects were observed in vehicle-treated cells,data not shown)D: in C24:0 (20 uM)-
treated cells large vacuoles (V) are obserdnhanced magnification of area delineated by
a rectangle in D; cellular debris are found inditke vacuole which is tightly connected with
two mitochondria evocating a mitophagy processpahmbondria observed (dark arrows) are
smaller than in untreated cells and mitochondriasta@e are hardly distinguishablé;
morphological aspects of mitochondria in C24:0 (@M)-treated cells; mitochondria
observed (dark arrows) are smaller than in untdee#dis and mitochondrial cristae are hardly
distinguishable;G: in C24:0 (40 uM)-treated cells the cytoplasm eord some large
vacuoles (V) with cellular debri$}: enhanced magnification of area delineated bytangle

in G; cellular debris and membrane sequestratierdatected inside the vacuolésin C26:0
(20 uM)-treated cells vacuoles of various size simapes are also identified as well as some
lipid droplets (LD);J: enhanced magnification of area delineated byuarsqin |; the dark
arrow point towards a small mitochondria; in thecwa@e (V) some cellular debris are
detectedK: in C26:0 (40 uM)-treated cells, the cytoplasmti®ngly disorganized, numerous
vacuoles are present and some of them contain Boagetnultilamellar structures evocating

myelin figures (MF);L: morphological aspects of mitochondria (dark aspwm C26:0 (40
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HM)-treated cells; mitochondria are smaller tharumtreated cells and mitochondrial cristae

are hardly distinguishable.

Figure 3: ldentification of monodansylcadaverine positive stictures in 158N murine
oligodendrocytes treated with very long chain fattyacids (C24:0 and C26:0).Sub-
confluent murine oligodendrocytes (158N) were aeitlin the absence or in the presence of
C24:0 and C26:0 (20 puM) for 24 h. C24:0 and C2@#re diluted ina-cyclodextrine
(vehicle: 1 mg/ml). Whereas a slight staining witionodansylcadaverine (MDC) was
observed in control (untreated)(and vehicle — treated cellB); MDC positive structures of
various sizes, evocating an autophagic proces® aeserved in the cytoplasm of C24:0 (20
KM) and C26:0 (20 uM) — treated 158N ce(lsD).

Figure 4: Characterization of cell death induced by C24:0 ath C26:0 on 158N murine
oligodendrocytes. Sub-confluent murine oligodendrocytes 158N cellsemeultured in the
absence or in the presenceoetyclodextrin (vehicle: 1 mg/ml), C24:0 and C261® (@and 20
uM) for 24 h. Effects of vehicle, C24:0 and C2610 D58N cells were evaluated b#x:
fluorescence microscopy after nuclei staining wktbechst 33342 allowing to distinguish
between normal, apoptotic, and necrotic cells, flowtometric determination of the
percentage of TUNEL positive cells (cells with mteicleosomal DNA fragmentation),
FLICA positive cells (cells containing activatedspases) and caspase-3 positive cells (cells
containing activated caspase-B}; flow cytometric evaluation of FLISP positive cellcells
with activated serine proteases). The values regaate means + SD of three independent
experiments *p<0.05; comparison between untreated (control) @ayclodextrin, C24:0 or
C26:0-treated 158N cells.

Figure 5: Effects of very long chain fatty acids (C24:0 andC26:0) on mitochondrial
status. Sub-confluent murine oligodendrocytes (158N) warkuced in the absence or in the
presence of C24:0 and C26:0 (20 uM) for 24 h. CZand C26:0 were diluted in-
cyclodextrine (vehicle: 1 mg/ml)A: flow cytometric evaluation of transmembrane
mitochondrial potential measured after stainingwvi@h123. Data shown are meaisPb from
three separate experiments performed in triplic8ignificance of the difference between
control and vehicle, C24:0 or C26:0 (Mann Whitnegtt *P < 0.05 or less)B: impact of
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C24:0 and C26:0 on mitochondrial repartition eveddaby staining with an antibody raised
against cytochrome c.

Figure 6: Effects of very long chain fatty acids (C24:0 andC26:0) on lysosomal status.
Sub-confluent murine oligodendrocytes (158N) wetdtuced in the absence or in the
presence of C24:0 and C26:0 (5, 10, 20 uM) for 2€M:0 and C26:0 were diluted it
cyclodextrine (vehicle: 1 mg/ml)A: flow cytometric evaluation of lysomal membrane
integrity by staining with acridine orange (A®; evaluation by fluorescence microscopy of
the number, repartition, and size of lysosomesr aft@ining with acridine orange (AO) or
LysoTracker Red (LysoTracker), or after immunofiesmence staining with an anti-LAMP1

(lysosomal associated membrane protein 1) primatippady.

Figure 7: Effects of very long chain fatty acids (C24:0 andC26:0) on intracellular pH
and calcium level. Sub-confluent murine oligodendrocytes (158N) weundtuced in the
absence or in the presence of C24:0 and C26:@(20uM) for 24 h. C24:0 and C26:0 were
diluted ina-cyclodextrine (vehicle: 1 mg/mlA: cells were loaded with BCECF allowing to
measure intracellular pH value. At TO, very longichfatty acids (VLCFA: C24:0 or C26:0)
or a-cyclodextrine (vehicle) were introduced in the taté medium and variation of
intracellular pH was measured every 2 min by vidgoroscopy.B: cells were loaded with
Fura-2 allowing to measure intracellular °“Céevel. At TO, very long chain fatty acids
(VLCFA: C24:0 or C26:0) ora-cyclodextrine (vehicle) were introduced in the torg
medium and variation of intracellular €alevel was measured every min by video

microscopy.

Figure 8: Incidence of Abcdl silencing on C24:0 and C26:0irduced cell death.Murine
oligodendrocytes (158N) transfected with scramb|8dr) siRNA or with Abcdl siRNA
(SiRNA Abcdl (1) or siRNA Abcdl (2)) were furtheoltured for 24 h in the absence
(control) or in the presence of alpha-cyclodextrfmehicle: 1 mg/ml) or VLCFA (C24:0 or
C26:0: 10, 20 uM). The percentages of dead celle wetermined by flow cytometry after
staining with propidium iodide. Data shown are mea®D from one experiment performed

in triplicate.
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Figure 9: Incidence of Abcdl silencing on C24:0 and C26:0 nduced PLP and MBP
expression.Murine oligodendrocytes (158N) transfected withasabled (Scr) siRNA or with
Abcdl siRNA (siRNA Abcdl (2)) were further culturém 24 h in the absence (control) or in
the presence of alpha-cyclodextrine (vehicle: 1mtgb6r VLCFA (C24:0 or C26:0: 5, 10, 20
KM). The expression of PLP and MBP was determingtldw cytometry. The arrows point
towards the curves associated with the expresdiédtLB or MBP. CC: conjugated control;
NT: non transfected; T: transfected with sSIRNA Abd@); a: alpha-cyclodextrine (1 mg/ml);

Scr: transfected with scramble siRNA. Data shoventhe results of one experiment.
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Figure 1: Effects of very long chain fatty acids (C24:0 an€26:0) on cell growth of 158N
murine oligodendrocytes.
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Figure 2: Ultrastuctural features of 158N murine oligodendra@ytes treated with very
long chain fatty acids (C24:0 and C26:0).
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Figure 3: Identification of monodansylcadaverine positive stictures in 158N murine
oligodendrocytes treated with very long chain fattyacids (C24:0 and C26:0).
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Figure 4: Characterization of cell death induced by C24:0 ath C26:0 on 158N murine
oligodendrocytes.
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Figure 5: Effects of very long chain fatty acids (C24:0 andC26:0) on mitochondrial
status.
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Figure 6: Effects of very long chain fatty acids (C24:0 an€26:0) on lysosomal status.
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IV Article 4 : Impact of 7-ketocholesterol and very long chairyfat
acids on oligodendrocyte lipid membrane organimtio
evaluation via LAURDAN and FAMIS spectral image bses.

Soumis a Cytometry Part A

Edmond KahnMauhamad Baarine, Aurélien Dauphin, Kévin Ragot, Nicolas TissotjxAl

Segquin, Franck Ménétrier, Zilal Kattan, Claude-MdaBachelet, Frédérique Frouin, Gérard

Lizard

1 Introduction

Les activités pro-oxydantes associées aux AGTLClesircellules 158N s’accompagnent
d'une augmentation intracellulaire de 7-hydroxyestérols (7-cétocholestérol, 7béta-
hydroxycholestérol et 7alpha-hydroxycholestérolitidde 2). Ces oxystérols, et en particulier
le 7-cétocholestérol, pourraient modifier les préigis des membranes cellulaires en entrant
en compétition avec le cholestéi@ang et al., 2004) Par ailleurs, au cours de la mort
cellulaire induite par les AGTLC, les images de nmécopie électronique a transmission ont
montré I'accumulation dans le cytoplasme de goeities lipidiques (constituées de lipides
neutres) et de structures multilamellaires (com&&s majoritairement de phospholipides)
dans les oligodendrocytes 158N (Article 3). La tgacité induite par les AGTLC pourrait
donc s’accompagner de modifications lipidiquesaicgtiulaires.

En raison de ces observations, nous avons charsheoir si la toxicité des AGTLC pouvait
aussi s’accompagner de modifications des carattgres lipidigues membranaires. Pour cela
la fluidité membranaire (ou microviscosité membieg)aa €té évaluée par coloration a la
mérocyanine 540 (MC54(QMcEvoy et al., 1988) La coloration au LAURDAN a aussi été
utilisée car elle permet d’évaluer la désorgarusatie la bicouche lipidique et, en particulier,
celle concernant les radeaux lipidiques d'ou partde nombreux signaux cellulaires
(Bagatolli, 2006)

Dans ce quatrieme article, sur des cellules 158eas par des AGTLC (C24:0 et C26:0), la
mort cellulaire induite a aussi été caractérisédaggant appel a différentes méthodes de

microscopie (microscopie a fluorescence, microseégectronique) et de cytométrie en flux :
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il s’agit d’'une mort cellulaire non apoptotigue fuant la nécrose. A la concentration
cytotoxiqgue de 20 uM, les effets des AGTLC sur lggdes membranaires ont été
caracterises.

A cette concentration, une augmentation de la ifiichembranaire a été révélée avec la
MC540 indiquant une désorganisation de la bicolipihdique.

En revanche avec le LAURDAN (émettant une fluoraseebleue dans une phase lipidique
organisée qui se déplace dans le vert lorsquehaseplipidique est désorganisée), seule une
fluorescence bleue a été détectée par microscopfeaale monophotonique et biphotonique.
En revanche, avec le 7-cétocholestérol connu péstabliliser la bicouche lipidique et pour se
substituer au cholestérol dans les radeaux lipeidRRoyer et al., 2009) un important
déplacement de I'émission de fluorescence du LAURDIANS le vert a été identifié.

Les résultats obtenus sur les oligodendrocytesmautb8N montrent que le C24:0 et le
C26:0 augmentent la fluidité membranaire sans toistenduire de modifications structurales
de la membrane cytoplasmique. Toutefois, vivo, les AGTLC pourraient induire
indirectement des modifications structurales memdirasvia les produits d’oxydation du
cholestérol, comme le 7-cétocholestérol qui esh ldes produits d’oxydation majeur du

cholestérol.
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Impact of 7-ketocholesterol and very long chain fay acids on oligodendrocyte lipid

membrane organization: evaluation via LAURDAN and FAMIS spectral image analysis.
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ABSTRACT

In the context of multiple sclerosis and X-linkedrenoleukodystrophy, 7-ketocholesterol
(7KC) and very long chain fatty acids (C24:0, C36a0e supposed to induce side effects
respectively on oligodendrocytes which are myelwhiCh is a lipoproteic complex)
synthesizing cells. The effects of 7KC (25, 50 ukap4:0 and C26:0 (10, 20 uM) on cell
viability and lipid membrane organization were istigated on 158N murine
oligodendrocytes. Concerning 7KC and fatty acids2@ puM only): 1) cell growth was
strongly inhibited; 2) marked induction of cell deavas revealed with propidium iodide (PI);
3) no apoptotic cells were found with C24:0 and 02@bsence of cells with condensed
and/or fragmented nuclei, of FLICA positive celiglaof Pl negative/SYTO16 negative cells);
4) some apoptotic cells were detected with 7KCtyFatids (at 20 uM only) and 7KC also
induced a disorganization of lipid membranes reagalith Merocyanine 540. So, to point
out the effects of 7KC (25 uM), C24:0 and C26:0 (@@) on the lateral organization of lipid
membranes, we used LAURDAN, which gives simultaseimdormation about morphology
and phase state of lipid domains: its emissiorus in the ordered lipid phase, green in the
disordered lipid phase. To overcome the qualitafiltering settings of blue and green
emission colors, data obtained by mono- and bigha@bnfocal microscopy were analyzed
by spectral analysis. Sequences of emission images obtained on both mono- and bi-
photon confocal microscopes and processed by nafaRactor Analysis of Medical Image
Sequences (FAMIS), which is a relevant tool to unmission spectra and provide pure
color images. Only 7KC was capable to induce argesaission with LAURDAN. Thus, at
concentrations inducing oligodendrocyte cell deatdC (25 uM) is more efficient than
C24:0 and C26:0 (20 uM), to trigger lateral lipigmmbrane disorganization.

Key words:7-ketocholesterol, FAMIS, LAURDAN, very long chafatty acids, mono- and

bi-photon confocal microscopy.
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INTRODUCTION

Myelin is a complex of lipids and proteins. Thusyatin is constituted of about 70%
lipids, mainly unesterified cholesterol, phosphog (such as sphingomyelin and
plasmalogen), and glycosphingolipids (particulagiglactocerebroside) in molar ratios of
about 4:4:2, and 30% proteins especially, prot@blgotein and myelin basic protein (1, 2,
3, 4). In the central nervous system (CNS), tlyelm sheath is formed of membranes that
extend from oligodendrocytes and that wrap congzily (up to a hundred times) around
nerve fibres of the neurons, thereby insulatingrhend facilitating rapid transmission of
nerve impulses (2 ). Consequently, alteration oélmyis detrimental to the development and
functions of the nervous system.

Because cholesterol is a major component of myeath, and cholesterol oxidation
products are well known to exhibit cytotoxic efletdbwards neurons (5 ), the concentration of
7-ketocholesterol (7KC), a major cholesterol oxitgivative (6 , 7 ), has been measured in
the cerebrospinal fluid (CSF) of patients with riplé sclerosis (MS), and detected in high
concentrations (8 ). Whereas concentrations of K€ vary from one laboratory to another,
significant higher levels of 7KC were found in t68&F of patients with MS (8, 9). Thus, in
MS, 7KC may play critical parts in demyelination €8).

In peroxisomal disorders, including the disordefperoxisome biogenesis and the
single peroxisomal enzyme deficiencies (10, 1Ja)ignts display more or less rapidly myelin
abnormalities in the CNS (12 ), and it has been aietnated that peroxisomes from
oligodendrocytes are necessary to the preservafi@axonal integrity and to the formation
and maintenance of myelin (13 ). Peroxisomes aiglesicell membrane organelles present in
nearly all eukaryotic cells, and they are essertiasome cellular functions such as lipid
metabolism (14 ). These organelles are mainly vealin thef-oxidation process of long-
chain fatty acids (LCFA), very-long-chain fatty dsi(VLCFA) and branched-chain fatty
acids (15 ). Among peroxisomal disorders, X-linladtenoleukodystrophy (X-ALD) is the
most frequent leukodystrophy and affects eitherngowoys (Cerebral Childhood ALD,
CCALD, 40% of the cases) leading to a vegetativatestor death, or adults
(adrenomyeloneuropathy, AMN, 50% of the cases))(26-ALD is caused by mutations in
the ABCD1 gene located in Xg28 (17, 18 ) encoding a perow@oATP binding cassette
(ABC) half-transporter, named adrenoleucodystropiotein (ALDP), which participates to
the entry of VLCFA-COA into the peroxisome. Consewfly, alteration of peroxisomal
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functions in X-ALD patients induces plasmatic argsular accumulation of VLCFA (C24:0
and C26:0) (19).

In the context of MS and X-ALD, understanding theamanism of demyelination
constitutes a major challenge to further develdiicieht treatments and/or improve the
quality of life of patients. As oligodendrocytesamnyelin synthesizing cells, as lipids are
major myelin components, and as 7KC and VLCFAs (C2td C24:0) are environmental
factors capable to modify lipid membranes propsrifé ) and to induce cell death of
oligodendrocytes in the brain of patient with MSIatALD (8 , 20 ), the aim of the present
investigation was to determine whether, at conegéiotis inducing cell death on murine
oligodendrocyte 158N cells, 7KC and VLCFA (C26:@ a24:0) were able to induce cellular
lipid disorganization evaluated by mono- and bi{olnoconfocal microscopy after staining
with LAURDAN which is reported to be excited withe UV light (360 nm) and emits a blue
fluorescence (440 nm) in the ordered lipid phas# @amgreen fluorescence (490 nm) in the
disordered lipid phase (21 ).

To obtain visual information of the physical prapes of lipid membranes,
LAURDAN was chosen for the following reasons: whetis inserted in lipid membranes,
LAURDAN displays unique characteristics comparedatioer fluorescent probes, namely: (i)
it shows a phase-dependent emission spectral shiftblue in the ordered lipid phase and
green in the disordered lipid phase (this effecatisibuted to the reorientation of water
molecules present at the lipid interface near LAWRDfluorescent moiety,.e., water
dipolar relaxation process); (ii) it distributesuad]y into the ordered and disordered like lipid
phases; (iii) the electronic transition moment AAURDAN is aligned parallel to the
hydrophobic lipid chains allowing the use of theofmhselection effect in the microscopic
images to discriminate qualitatively between d#far lipid phases; (iv) LAURDAN is
negligibly soluble in water. Thus, LAURDAN homogeus distribution in membranes (even
when different lipid phases coexist) and its liplthse-dependent emission spectral shift offer
a great advantage over fluorescent probes (suttiPlls pyrene and parinaric acid) that show
preferential partitioning to particular regions tife membrane and whose fluorescence
intensities and spectral maxima are generally isitiga to the lipid phase state (22 ).

Data were obtained by sequences of emission im&ages mono- and bi-photon
confocal microscopes and were processed by meahRsatbr Analysis of Medical Image
Sequences (FAMIS), which has proved to be a retetcant to unmix emission spectra and
provide pure color images. As a result, a greeorcshift can be observed on 7KC treated-
158N cells. C24:0 and C26:0 do not induce a gredor shift on damaged-158N cells. These
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results were obtained whatever mono- or bi-photasit&tion is used (405 nm and 785 nm,
respectively), considering the fact that mono-phatonfocal images with the UV light (360

nm) are reported to be difficult to get in good dibions and are usually obtained with the
widely available 405 nm light, and that the 785 light of the bi-photon confocal microscope
provides a better emission signal. Indeed, prelmyirexperiments were performed (405 nm,
755 nm, 785 nm, 805 nm), leading to the selectiod0® nm and 785 nm excitation lines,

respectively.

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture and Treatments

Normal murine oligodendrocytes (158N) immortalizeth the SV40 large T-antigen derive
from Tabby male (Ta/Y) control mice (23, 24). Thesls have some characteristics of well
differentiated oligodendrocytes (25). They weredseleat 50,000—100,000 cells/caither in
75-cnf culture flasks, in Petri dishes (100 mm in diameter on glass coverslips in 6 well-
microplates and cultured in Dulbecco’s Modified Eagledium (DMEM) supplemented with
5% (v/v) heat inactivated fetal bovine serum (PANBiBtech GmbH)). Cells were incubated
at 37°C in a humidified atmosphere containing 5%.CO

The conditions of treatments with 7-ketocholest€fC) and VLCFA (C24:.0 and C26:0)
were the followings. 7KC, C24:0, and C26:0 werevited by Sigma-Aldrich (L'Isle d'Abeau
Chesnes, France). Stock solution of 7KC was prepar&800 pg/ml (26 ). Briefly, 800 pg of
7KC were dissolved in 50 pL of absolute ethanoQ A& of culture medium were added, and
the solution was sonicated. To obtain a 20 or 40nufnal 7KC concentration (25 or 50
KUM), 25 or 50 pL of the initial solution was addasl ml of culture medium on sub-confluent
cells. C24:0 and C26:0 were solubilizedaircyclodextrin (1 mg/ml) as previously described
(27 ). When treated with 7KC, sub-confluent 158Nrimei oligodendrocytes were further
cultured for 24 or 48 h. When treated with VLCFAteaplating 158N cells in 6 wells plates
for 48 h, sub-confluent cells were further treafed 24 to 48 h with different VLCFA
concentrations (10, 20 or 40 uM) diluted in HAM’&@Fmedium.

Cell counting
After trypsinization with a 0.05% trypsin-0.02% ERTolution, cells were centrifuged, and
resuspended in culture medium. The total nhumbeceatis was determined under a light

microscope (Axioskop right microscope, Zeiss, J&&many) using a hemocytometer.
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Flow cytometric evaluation of cell viability by stang with propidium iodide

At the end of the incubation times in the absencm dhe presence of 7KC (25 or 50 uM),
C24:0, or C26:0 (10 or 20 uM), 158N cells wererstdi with propidium iodide (PI), which
enters cells with permeable cytoplasmic membrané stains dead cells only (28 ).
Fluorescence of Pl was collected using a 590/10bamdpass filter and measured on a
logarithmic scale. Flow cytometric analyses werefggened on a Galaxy flow cytometer
(Partec, Munster, Germany). Ten thousand cells \aecgiired for each sample. Data were

analyzed with FlowMax software (Partec).

Microscopic characterization of nuclear morpholodyy staining with Hoechst 33342

Nuclear morphology was analyzed after staining witlechst 33342 (5 pg/ml): normal cells
were characterized by round and regular nuclei,ptgpic cells by condensed and/or
fragmented nuclei, and necrotic cells by nucleihwiarious sizes and shapes (29 ). Cell
deposits obtained by cytocentrifugation were obsgmynder ultraviolet light by fluorescence
microscopy with an Axioskop right microscope (ZgisSor each sample, 300 cells were

examined.

Flow cytometric characterization of cell death byua staining with SYTO16 and
propidium iodide

In order to distinguish between viable, apoptosiod primary or secondary necrotic cells,
dual staining with SYTO16 and propidium iodide (33@1) was performed on 158N cells
cultured in the absence or in the presence of 7X8of 50 uM),a-cyclodextrin (1 mg/ml),
C24:0 or C26:0 (10 and 20 uM) for 48 h. At the enthe incubation time, adherent and non-
adherent 158N cells were pooled, washed with PBS1ar 10 cells were stained with 20
UM of Syto 16 (Invitrogen) for 30 min at 37°C. Aftencubation, cells were stained with 5
png/ml of propidium iodide (P1). Fluorescence of &¥6 and Pl were collected using a 515/15
nm bandpass filter and a 590/10 nm bandpass fikkspectively, and were measured on a
logarithmic scale. Flow cytometric analyses werefggened on a Galaxy flow cytometer
(Partec). Ten thousand cells were acquired for earhple, and data were analyzed with

FlowMax software (Partec).
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In situ detection of activated Caspases with Fluorochromedbeled Inhibitors of
Caspases (FLICA)

Caspase total activity was measured with fam-VAD-fffirevigen Inc, Gaithersburg, MD,
USA) using a specifically dedicated kit accordimgthe manufacturer’s procedures. This
FLICA reagent was dissolved in DMSO to obtain aX%0@ncentrated solution. Prior to use,
a 30x working solution of fam-VAD-fmk was preparkd diluting the stock solution 1:5 in
phosphate buffer saline (PBS). In the present tigegtson, fam-VAD-fmk working solutions
were added to 158N cells cultured for 48 h in 24hpkates in the absence or presence of
7KC (25 or 50 uM), C24:0, or C26:0 (10 or 20 uMptmtain a 1x final concentration. After 1
h of incubation in the dark in a 5%@@5% air-humidified atmosphere at 37°C, non adheren
cells and adherent cells (obtained by trypsinizatwith a 0.05% trypsin-0.02% EDTA
solution) were collected, mixed, and washed twicé>x wash buffer, resuspended in 1 ml of
PBS, and analyzed by flow cytometry. Flow cytonwetanalyses were performed on a
GALAXY flow cytometer (Partec). The green emissioh fam-VAD-fmk was collected
through a 520/10 nm band pass filter, and measamexdlogarithmic scale. Ten thousand cells

were acquired for each sample, and data were athalyith the FlowMax software (Partec).

Staining conditions with LAURDAN

6-lauroyl-2-dimethylaminonaphthalene (LAURDAN) wasovided by Invitrogen (Cergy-
Pontoise, France). At the end of the incubatioret{@4 h) in the absence or in the presence of
7KC (25 pM), C24:0 or C26:0 (10 and 20 uM), 158Msceultured on glass coverslips in 12
well plates were washed twice in PBS and fixed with paraformaldehyde (Sigma-Aldrich)
for 24 h at 4°C. Paraformaldehyde was discarded catls were washed three times in PBS.
Then, cells were stained with LAURDAN (10 uM) fob Inin at 37°C, and washed twice
with PBS. The slides were mounted with Dako fluoegg mounting medium (Dako,

Copenhagen, Denmark), and stored in dark at 4@ fwimicroscopic observations.

Transmission electron microscopy

Transmission electron microscopy was used to \ielathe possible ultrastructural
modifications induced by 7KC (25 uM for 24 h), VLEAKC24:0 and C26:0 used at 40 pM
for 24 h), andx-cyclodextrin (1 mg/ml for 24 h, used as vehicl@issolve VLCFA) on 158N
murine oligodendrocytes. Briefly, the samples wéxed for 1 h at 4°C in 2.5% (w/v)
glutaraldehyde diluted in cacodylate buffer (0.1 pH 7.4), washed twice in cacodylate
buffer (0.1 M, pH 7.4), post-fixed in 1% (w/v) osim tetroxide diluted in cacodylate sodium
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(0.1 M, pH 7.4) for 1 h at room temperature in daek, and rinsed twice in cacodylate buffer
(0.1 M, pH 7.4). The preparations were then dehgdran graded ethanol solutions and
embedded in Epon. Ultra-thin sections were cut witiamond knife on an ultramicrotome,
contrasted with uranyl acetate and lead citrate] examined under an H7500 electron

microscope (Hitachi, Tokyo, Japan).

Staining conditions with merocyanine 540

Merocyanine 540 (MC540) (Sigma-Aldrich) is a negely charged chromophore that binds
to the outer leaflet of the cell membrane (32 )e Tdss of asymmetry and altered packing of
the membrane enhance MC540 fluorescence (32 ). RI@&& prepared in absolute ethanol
(2 mg/ml) and added to the culture medium at 2.5niAfter 10 min of incubation at room
temperature, cells were analyzed by flow cytom¢8y ). Flow cytometric analyses were
performed on a GALAXY flow cytometer (Partec). Tiherescence of MC540 was collected
through a 590/10 nm band pass filter and measumeal logarithmic scale. A total of 10,000
cells was acquired for each sample, and data weaé/zed with the FlowMax software
(Partec). Data were expressed by the [MC 540 bdghg]/[MC 540 dim cells] ratio.

Characterization of ordered and disordered lipid gde with LAURDAN: fluorescence
analysis by mono- and bi-photon Laser Scanning Cocél Microscopy (LSCM)

Mono-photon confocal observations of untreated- ammyclodextrin, 7-KC (25uM), C24:0
and C26:0 (10 and 20 pM)-treated 158N cells wereezhout with a LEICA SP2 CLSM
(Leica, Wetzlar, Germany) equipped with a 405 noddilaser line. Images at Quén (X, y)
pixel sizes were obtained for each case in 512 X rhatrices at magnification x 63 (Plan-
Apo, oil immersion, NA 1.4) of LSCM (excitation 405 nm). Pinhole size was 1.0 Airy unit.
Regular acquisitions resulted in band-pass filtenedssions (410-470 nm, 500-536 nm, 590-
620 nm), and spectral sequences of 30 images vweaeed through 10 nm band-pass filters
in the 410-700 nm emission range at incrementsOoith. The third band-pass filtered
emission (590-620 nm) was maintained in the sedtiag control of a possible red
autofluorescence.

Bi-photon confocal observations of untreated- endyclodextrin, 7-KC (25uM), C24:0 and
C26:0 (10 and 20M)-treated 158N cells were carried out with a Z&iS$1 710 NLO (Zeiss,
Jena, Germany) equipped with a pulsed tunable (@8&1060 nm). Images at Qu2n (X, y)

pixel sizes were obtained for each case in 512 X rhatrices at magnification x 20 (Plan-
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Apo, water immersion, NA 1.0) of LSCM (excitation @85 nm). Regular acquisitions
resulted in band-pass filtered emissions (443-413483-513 nm), and spectral sequences of
33 images obtained through 10 nm band-pass filtethe 393-723 nm emission range at

increments of 10 nm.

Image Analysis

Following general factor analysis techniques, FAMI&s developed to process biomedical
image sequences (34 , 35 ). This development spabyfrequired the use of constraints. It

had to cope with mixtures of components charaadrlzy their physical behaviors. Linearity

and component positivity basic hypothesis were stigated. FAMIS synthesizes image

sequences into a reduced number of images call#drfanages and curves called factor
curves (36 , 37 ). The latter ones estimate ind&icdbehaviors in the sequence of images.
Factor images correspond to spatial distributionponents.

Concerning the use of FAMIS via Pixies (Apteryxafee), pixels in matrices were combined
according to 4 x 4 clusters. These clusters wélewastigated. Correspondence analysis (38 ,
39 ) was performed on intensity evolution of eadhster. Then oblique analysis with
positivity constraints was performed on the resoftsorrespondence analysis (34 ), requiring
positive factor curves and images. Factor imageseromputed in the original sampling by
oblique projection, on the factor curves and th#redion is performed in the least-squares
sense. Here, the factor curves correspond to tlesem spectra of the fluorochromes. Factor
images provide images of stained fluorescent sirast

Statistical analysis

Statistical analyses were performed on at leasietimdependent experiments with Prism 5
software, version 5.01 (Prism Software Corporatiovine, CA, USA) with the Mann and
Whitney test or the Kruskal-Wallis test. Data weomsidered to be statistically different at a

p-value of 0.05 or less.
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RESULTS
Characterization of the mode of cell death inducby 7-ketocholesterol, C24:0, and C26:0
on 158N murine oligodendrocytes

7KC was used at 20 or 40 pg/ml (25 or 50 uM, retspelg), which are concentrations
previously known to induce cell death on numerceistypes (40 ). At these concentrations
(25 and 50 puM), a marked inhibition of cell growttas observed with 7KC (50-75 % after
24-48 h of culture, respectively). At 50 uM, higtoportions of cells permeable to propidium
iodide (PI) and corresponding to dead cells werando (Fig. 1A). By fluorescence
microscopy and Hoechst staining, high percentagescetls with fragmented and/or
condensed nuclei characteristic of apoptotic aelise observed. High proportions of FLICA
positive cells (cells containing active Caspasesyewalso identified (Fig. 1A). By dual
staining with SYTO16 and PI, viable cells were detd as well as some apoptotic and
primary and/or secondary necrotic dying cells (EiB). At 25 uM, data obtained by staining
with PI, with FLICA test, and by dual staining wi8Y¥TO16 and Pl were similar than those
obtained at 50 uM (our data not shown). This siamdbus presence of apoptotic and primary
and/or secondary necrotic cells under treatmerit ViRC is in agreement with data obtained
on other cell lines (40 ).

C24:0 and C26:0 were used at 10 and 20 pM corresppnto the highest
concentrations measured in the plasma of patieiits peroxisomal leukodystrophies (19 )
and high proportions of cells permeable to propidiodide (PI) corresponding to dead cells
with damaged cytoplasmic membrane were identified.(LA). By fluorescence microscopy
and Hoechst staining, no apoptotic cells were fo(fad. 1A), and no FLICA positive cells
were observed (Fig. 1A). By dual staining with SYIIBOand PlI, viable cells as well as cells
evocating necrotic cells were mainly revealed (Eig).

In order to point out the mode of cell death inadud®yy 7KC, C24:0 and C26:0,
additional investigations were performed by trarssioin electron microscopy (Fig. 2). The
ultrastructural aspects of 158N cells cultured withyclodextrin (1 mg/ml) (used to dissolve
C24:0 and C26:0) were similar than those of ungéeeaells (Fig. 2A-B). With 7KC (25 uM,
24 h of culture), cells with typical morphology apoptotic cells (cells with fragmented
and/or condensed nuclei) (Fig. 2C) were detectedelbas cells evocating necrotic cells
(Fig. 2D). In these apoptotic and necrotic cellsmerous vacuoles containing cellular debris
were observed (Fig. 2C-D). In C24:0- and C26:01{®0, 24 h of culture)-treated 158N cells,
dying cells with numerous cytoplasmic vacuoles afiaus sizes and shapes containing some

cellular debris were often observed (Fig. 2E-F).
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Characterization of the effects of 7-ketocholester@24:0 and C26:0 on membrane lipid
organization of 158N murine oligodendrocytes withemocyanine 540

On U937 promonocytic leukemia cells, 7KC-induced cdeath is associated with some
modifications at the cytoplasmic membrane level: rapid externalization of
phosphatidylserine (41 ), and a disorganizatiorcyagbplasmic membrane lipids shown by
flow cytometry after staining with MC540 by the [NM@0 bright cells]/[MC540 dim cells]
ratio (42 ). Therefore, in the present study, ttiects of 7KC (25 uM), C26:0 and C24:0 (10
and 20 pM) andx-cyclodextrin (1 mg/ml), used as vehicle to dissofatty acids, were
investigated on sub-confluent 158N murine oligodenytes after 24 h of treatment. In these
conditions, a disorganization of cytoplasmic membréipids (revealed by flow cytometry
after staining with MC540 by the [MC540 bright &3lI[MC540 dim cells] ratio) was also
observed under treatment with 7KC as well as wigd:G and C26:0 only when they were
used at 20 uM (Fig. 3). Altogether, these obsemwatiead us to point out the effects of 7KC,
C24:0 and C26:0 on the lateral organization of ggemic membrane lipid domains by using

LAURDAN and various techniques of confocal micrgsgo

Laser scanning confocal microscopic analysis of uedted and 7-ketocholesterol-, C24:0
or C26:0-treated 158N murine oligodendrocytes stinwith LAURDAN

As characteristics of cell death observed with 7#€re similar at 25 and 50 uM, the
investigations performed with LAURDAN to point otite effects of this compound on
membrane lipid organization were only performe@auuM. C24:0 and C26:0 were only used
at 20 uM allowing to induce cell death of 158N sellherefore, the effect of 7KC, C24:0 and
C26:0 on lipid membrane organization evaluated WiURDAN were only analyzed at a
concentration inducing cell death. The advantaged AURDAN to study lipid-lipid
interactions and consequently lateral organizatbrrytoplasmic membrane lipid domains
using fluorescence experiments are well establig®4yl. From the characteristics of this
probe, the phase-dependent emission spectral shift, LAURDAN emission is blue (440
nm) in the ordered lipid phase and green (490 mtlpé disordered lipid phase, encouraged
us to use various fluorescence microscopic mettmdbtain images of cells exposed to 7KC
(25 pM), C24:0 and C26:0 (20 uM) which are concaamins inducing cell death of 158N
murine oligodendrocytes as soon as 24 h of tredtniedeed, under treatment with these
different compounds of 158N cells, it is importamiguantify the possible color shift together

with the side effects of these molecules in ordeanticipate the possible consequences on
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myelin compaction. As mono-photon confocal imagéth wthe UV light are reported to be
difficult to get in good conditions and usually ainted with the widely available 405 nm
light, we decided to use bi-photon excitation tocwmvent this problem and verify the
pertinence of such a statement. To overcome thigafuee filtering settings corresponding to
the characterization of the blue and green coleesdecided also to use spectral analysis (43
). As such, sequences of emission images were nglotadbn both mono- and bi-photon
confocal microscopes and processed by means of BAMich has proved to be a relevant

tool to unmix emission spectra and provide purercmhages.

1) Untreated 158N cells

In the cas®f spectral observations of untreated cells in Wigmissions are collected through
band-pass filters then processed before interpwatahe excitations at 405 nm (mono-photon
confocal microscope) and 785 nm (bi-photon confaoétroscope) were performed and
emission was collected in the regular mode (410#4mM) 500-536 nm, 590-620 nm), (443-
473 nm, 483-513 nm) respectively (Fig 4A, C), and spectral mode in 10 nm filters from
blue to red (415 => 695 nm), (393 => 713 nm) re8pely. The resulting spectral sequences
were investigated by means of FAMIS. A blue emiss{445, 448 nm) corresponding to
LAURDAN is visualized in the factor images (Fig. 4B). No green color shift is observed.

2) 7-ketocholesterol-treated 158N cells

In the caseof spectral observations of 7KC (25 pM)-treatedscet which emissions are

collected through band-pass filters then proceseddre interpretation, the excitation at 405
nm and 785 nm was performed and emission was tedlea the regular mode (410-470 nm,
500-536 nm, 590-620 nm), (443-473 nm, 483-513 nespectively (Fig. 5A, C), and the

spectral mode in 10 nm filters from blue to red 544> 695 nm), (393 => 713 nm)

respectively. The resulting spectral sequences mgestigated by means of FAMIS. A green
emission (485, 488 nm) corresponding to LAURDANvisualized in the first factor image

and a blue emission (445, 448 nm) is visualizetthénsecond factor image (Fig. 5B, D).

3) a-cyclodextrin, C24:0 or C26:0-treated 158N cells

In the casef spectral observations af-cyclodextrin (1 mg/ml), C24:0 (20 uM) or C26:M(2
uM)-treated cells in which emissions are colledfeugh band-pass filters then processed
before interpretation, the excitation at 785 nm wagormed and emission was collected in
the regular mode (410-470 nm, 500-536 nm, 590-620, r{443-473 nm, 483-513 nm)

199



RESULTATS

respectively (Fig 6A, C, E, Fig 7A, C, E, respeely, and the spectral mode in 10 nm filters
from blue to red (415 => 695 nm), (393 => 713 negpectively. When 158N cells were
cultured in the presence afcyclodextrin only, which is used to dissolve C24td C26:0,
spectral observations were performed in similardtt@ms. The resulting spectral sequences
were investigated by means of FAMIS. A blue emiss{445, 448 nm) corresponding to
LAURDAN is visualized in the factor images (Fig. 6B, F Fig7B, D, F, respectively). No

green color shift is observed.

DISCUSSION

Multiple sclerosis (MS) and X-linked adrenoleukotlgphy (X-ALD) are neurodegenerative
diseases associated with a demyelination of thdralenervous system (CNS). In MS
increased levels of 7KC were identified in the beospinal fluid of patients (8, 9 ), and some
apoptotic dying cells were identified in brain @ss (44 ). In X-ALD, increased levels of
C24:0 and C26:0 were found in the plasma and tiésgtiding in the brain) of patients (45,
19 ), and some apoptotic or necrotic cells weratifled in brain lesions (46 , 47 , 48). In the
CNS, as oligodendrocytes are myelin synthesiziig ¢49 ), the present study was realized
on 158N murine oligodendrocytes expressing someachexistics of well differentiated
oligodendrocytes (25 ) in order to characterizentwele of cell death induced by 7KC, C24:0
and C26:0 on mature oligodendrocytes and to paibtiee simultaneous consequence of the
cytotoxic effects of these compounds on lipid meankr organization which can help to
anticipate the putative impact of these moleculesnyelin which is a complex lipid rich
membrane (70% lipids, 30% proteins). Data obtained158N murine oligodendrocytes
demonstrate that 7KC induces an apoptotic modelbeath, whereas C24:0 and C26:0 do
not. Interestingly, by using LAURDAN, providing iofmation on lateral lipid membrane
organization (21, 22 ), and various methods of @calf microscopy (mono- and bi-photon
confocal observations) associated with factor asl{FAMIS) (34, 36 ), we report that only
7KC was able to trigger lateral lipid membrane dysmization.

As 7KC is capable to induce apoptosis on microgtalls (8 ), and on 158N murine
oligodendrocytes, our data provide additional ewvads that 7KC can contribute to induce
neuronal damages, demyelination especially, asndtides apoptosis of oligodendrocytes
which are myelin synthesizing cells. Therefore, d6C has been found at increased
concentrations in the cerebrospinal fluid (CSFpatients with MS, our investigation support
the hypothesis that increased levels of this comgaian constitute a potential risk factor in

these patients. In addition, in agreement with sobservations realized on different types of

200



RESULTATS

7KC-treated cells, the identification of large valas in 7KC-treated oligodendrocytes
suggests that the lysosomes may contribute to flQeed cell death (50, 51 ). As MS is the
most common neurological disease among young adbbsidentification of the metabolic
pathways associated with 7KC-induced apoptosis lgodendrocytes may have some
interests to develop new therapies allowing to tenaict demyelination in patients with MS.
Indeed, demyelination of axons affects axonal cohdn, and is associated with axonal loss,
which results in progressive neurological handiG).
With the very long chain fatty acids, C24:0 and ©26sed at 10 and 20 uM, a marked
induction of cell death was mainly observed at R0 @n 158N murine oligodendrocytes. As
no cells with condensed and/or fragmented nuclaraatteristic of apoptotic cells (29 ) were
observed by staining with Hoechst 33342, as hovadaspases were detected by FLICA, and
as no apoptotic cells were identified by dual stejrwith Pl and SYTO16, which are reliable
methods to identify apoptotic cells (53 30 31 )r data support that these fatty acids do not
induce apoptosis on 158N murine oligodendrocytéss Variation between the mode of cell
death observed in vitro and in vivo can have d#ferorigins. In vitro, free fatty may
accumulate inside the cells differently than ino/{27 ). In addition, the 158N cells used have
normal peroxisomal status (25 ) and are capab[edwridize C26:0 and C24.0, whereas X-
ALD oligodendrocytes, which are deficient in Abca@te unable t@-oxidize these fatty acids
(18 ). Therefore, the part taken by Abcdl deficient the mode of cell death induced by
C24:0 and C26:0 cannot be excluded. Moreover, wo,vadditional factors present in the
lesions such as inflammatory cytokines, reactivgger species, and reactive nitrous species
are capable to modulate the type of cell death §54, Be that as it may, and whatever the
type of cell death considered, our data supporhgpothesis that C24:0 and C26:0-induced
cell death of oligodendrocytes may contribute tongelination in X-ALD associated with
high levels of C24.0 and C26:0 in the plasma artthiénbrain of patients (19, 56 ).
As myelin, constituted of about 70% lipids, and 3pf#6teins (1,2, 3 4 ), is synthesized by
oligodendrocytes that wrap the axon of neuronsulat®g them and favoring the
transmission of the nervous influx, it was also amant to point out the impact of 7KC,
C24:0 and C26:0 on the lipids of the cytoplasmieanbeane of oligodendrocytes, in order to
anticipate the effects of these compounds on mysieath compaction. In agreement with
previous investigations performed on U937 cellated with 7KC (40 ), a disorganization of
cytoplasmic membrane lipids shown by flow cytome#fyer staining with MC540 was
observed on 158N. With MC540, a disorganizatioryibplasmic membrane lipids was also
detected with C24:0 and C26:0. However, as MC540otsappropriate to characterize the
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lateral organization of cytoplasmic membrane ligldmains and especially membrane
microdomains (‘rafts’) that exist in the orderegidi phase, additional investigations were
performed with LAURDAN to give simultaneous infortitan about morphology and phase
state of lipid domains: its emission is blue in trdered lipid phase, green in the disordered
lipid phase (21 22 ). To this end, mono- and bitphaonfocal observations were made more
efficient and specific by using the sequences aiges that can be obtained by spectral
modes, and were then processed by image analydeed, factor analysis (FAMIS) makes it
possible to differentiate spectral emissions obiichromes in a multi-staining system and
provide the corresponding images. Indeed, suchradisens would have been subject to
subjective conclusions if regular filtering setsngnly would have been involved and
superimposition of images performed straightforw&derlapping of blue and possible green
emission would have made it difficult to ensurettlaacolor shift had been produced.
Therefore, the use of the FAMIS image processinchrigue, which provides the
differentiation of mixed fluorescent emissions fralyes and targets or particles, makes it
possible to quantify and have an overview of a fpbsgolor shift by means of factor curves

and factor images.

In conclusion, our data support that the ability7&C, C24:0 and C26:0 to induce cell death
of oligodendrocytes may contribute to demyelinationneurodegenerative demyelinating
diseases such as MS and X-ALD. Moreover, they bneg evidences that the use of laser
scanning confocal microscopy (mono- or bi-photondl dubsequent spectral analysis with
FAMIS provides an efficient tool to analyze thearoshift of LAURDAN, and therefore to
evaluate lipid disorders in cells. Thus, this apglowith LAURDAN permitted to establish
that at concentrations inducing oligodendrocytd delth, 7KC was more efficient than
C24:0 and C26:0 to trigger lateral lipid membransodyanization of 158N murine

oligodendrocytes, and may consequently have anahgramyelin compaction status.
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Figure 1: Characterization of cell death induced by 7-ketocblesterol, C24:0 and C26:0

on 158N murine oligodendrocytesSub-confluent murine oligodendrocytes 158N cellseve
cultured in the absence or in the presence of Gekelesterol (7KC, 40 pg/ml corresponding
to 50 uM) for 48 h, or in the absence or in thespnee ofx-cyclodextrin (vehicle: 1 mg/ml),
C24:0 and C26:0 (10 and 20 uM) for 48 h. Effects/BfC, vehicle, C24:0 and C26:0 on
158N cells were evaluated by: (A) flow cytometricagtification of dead cells with
propidium iodide (PI), fluorescence microscopy fteiclei staining with Hoechst 33342
allowing to distinguish between normal, apoptotad necrotic cells, flow cytometric
determination of the percentage of FLICA positials (cells containing active caspases);
(B) by dual staining with SYTO16 and PI allowing tlistinguish between viable cells,
apoptotic and secondary and/or primary necrotiaglgells. The values reported are means +
SD of three independent experimentp<0.05; comparison between untreated (control) and
7KC, a-cyclodextrin, C24:0 or C26:0-treated 158N cell§<¢0.05; comparison between
cyclodextrin and 7KC, C24:0 or C26:0-treated 15&MNsc
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-cyclodextrine

Figure 2: Ultrastructural characteristics of cell death induced by 7-ketocholesterol,
C24:0 and C26:0 on 158N murine oligodendrocyted.ransmission electron microscopy of
158N cells cultured for 24 h in the absende ¢ontrol cells) or presenceB) of a-
cyclodextrin (1 mg/ml), €-D) 7KC (25 uM), (E) C24:0 (20 uM), or (F) C26:0 (R®). In
7KC-, C24:0- and C26:0-treated cells numerous viasu{/) of various sizes and shapes,
containing more or less cellular debris, were oleser

209



RESULTATS
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Figure 3: Effects of 7-ketocholesterol, C24:0 and C26:0 orhé lipid organization of
cytoplasmic membrane of 158N murine oligodendrocyte evaluated with merocyanine
540.Sub-confluent 158N murine oligodendrocytes weréucat for 24 h in the absence or in
the presence of 7KC (25 pMj;cyclodextrin (1 mg/ml), C24:0 or C26:0 (10 or 20Mu The
lipid organization of cytoplasmic membrane was deieed by flow cytometry after staining
with merocyanine 540 (MC540) by the [MC540 brightlg] / [MC540 dim cells] ratio. Data
presented are means = SD of three independentimgrgs. *p<0.05; comparison between
untreated (control) and 7K@i-cyclodextrin (vehicle), C24:0 or C26:0-treated W5&ells; #
p<0.05; comparison betweencyclodextrin (vehicle) and 7KC, C24:0 or C26:0ated 158N

cells.
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Analysis of LAURDAN coloration on untreated 158N oligodendrocytes
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Analysis of LAURDAN coloration on untreated 158N oligodendrocytes

448 nm
C : Regular mode D : Superimposed factor images

Excitation 785 nm AFSIM Factors

Emission spectral image sequence : 393-403 => 713-723 nm

Superimposed emissions :
443 <=> 473 nm 483 <=> 513 nm

Figure 4 - Kahn et al.

Figure 4: Case of spectral observations of untreated 158N moe oligodendrocytes in
which emissions are collected through band-passtgrs (pixel size : 0.2 um, scale bar :
20 pm).Sub-confluent 158N murine oligodendrocytes wereluse

A: The excitation is performed at 405 nm (mono-photmnfocal microscope), and the
emission is collected in the regular mode throughdbpass filters (410-470 nm, 500-536 nm,
590-620 nm). A blue emission corresponding to UtethLAURDAN is visualized.
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B: Use of the spectral mode through 10 nm band-plsssffrom blue to red (415 => 695

nm). The resulting spectral sequences are invéstigay means of FAMIS. A blue emission
(445 nm) corresponding to unshifted LAURDAN is \atimed in the first two factors and

factor images, which are superimposed in true color

C: The excitation is performed at 785 nm (bi-photomfocal microscope), and the emission
is collected in the regular mode through band-fi&sss (443-473 nm, 483-513 nm). A blue

emission corresponding to unshifted LAURDAN is éBzed.

D: Use of the spectral mode through 10 nm band-pliessffrom blue to red (398 => 718

nm). The resulting spectral sequences are invéstigay means of FAMIS. A blue emission
(448 nm) corresponding to unshifted LAURDAN is \atimed in the first two factors and

factor images, which are superimposed in true color

212



RESULTATS

Analysis of LAURDAN coloration on 7KC-treated 158N oligodendrocytes
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Analysis of LAURDAN coloration on 7KC-treated 158N oligodendrocytes

448 nm
C : Regular mode D : Superimposed factor images / 488 nm

=3

Excitation 785 nm AFSIM Factors

Emission spectral image sequence : 393-403 => 713-723 nm
Superimposed emissions :

443 <=> 473 nm 483 <=> 513 nm

Figure 5 - Kahn et al.

Figure 5: Case of spectral observations of 7KC-treated 158Murine oligodendrocytes in
which emissions are collected through band-passtgrs (pixel size : 0.2 um, scale bar :
20 pum). Sub-confluent 158N murine oligodendrocytes wereéucatl for 24 h in the presence
of 7KC (25 uM).

A: The excitation is performed at 405 nm (mono-photmnfocal microscope), and the
emission is collected in the regular mode throughdspass filters (410-470 nm, 500-536 nm,
590-620 nm). A green emission corresponding tdedhif AURDAN is visualized.
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B: Use of the spectral mode through 10 nm band-plsssffrom blue to red (415 => 695
nm). The resulting spectral sequences are invéstigay means of FAMIS. A blue emission
(445 nm) corresponding to unshifted LAURDAN is \afimed in the first factor and factor
image. A green emission (485 nm) correspondinghiftesl LAURDAN is visualized in the
second factor and factor image. They are superiatpwstrue color.

C: The excitation is performed at 785 nm (bi-photemfocal microscope), and the emission
is collected in the regular mode through band-fidsss (443-473 nm, 483-513 nm). A green
emission corresponding to shifted LAURDAN is visaadl.

D: Use of the spectral mode through 10 nm band-pliessffrom blue to red (393 => 713
nm). The resulting spectral sequences are invéstigay means of FAMIS. A blue emission
(448 nm) corresponding to unshifted LAURDAN is \afimed in the first factor and factor
image. A green emission (488 nm) correspondinghiftesl LAURDAN is visualized in the

second factor and factor image. They are superiatpwstrue color.
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Analysis of LAURDAN coloration on a-cyclodextrin-treated 158N oligodendrocytes
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Figure 6 - Kahn et al.

Analysis of LAURDAN coloration on C24:0-treated 158N oligodendrocytes
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Figure 6 - Kahn et al.
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Analysis of LAURDAN coloration on C26:0-treated 158N oligodendrocytes

445 nm
E : Regular mode F : Superimposed factor images .

AFSIM Factors

Excitation 405 nm

Emission spectral image sequence : 410-420 => 690-700 nm
Superimposed emissions : 410 <=> 470 nm

500 <=> 536 nm 590 <=> 620 nm

Figure 6 - Kahn et al.

Figure 6: Case of spectral observations ai-cyclodextrin, C24:0 or C26:0 -treated 158N
murine oligodendrocytes cells in which emissions arcollected through band-pass filters
(pixel size : 0.2 pum, scale bar : 20 umpub-confluent 158N murine oligodendrocytes were
cultured for 24 h in the presenceostyclodextrin (1 mg/ml), C24:0 or C26:0 (20 uM).

A, C, E: The excitation is performed at 405 nm (mono-phatonfocal microscope), and the
emission is collected in the regular mode throughdbpass filters filters (410-470 nm, 500-
536 nm, 590-620 nm). No obvious emission correspgndo shifted LAURDAN is
visualized.

B, D, F: Use of the spectral mode through 10 nm band-pksssffrom blue to red (415 =>
695 nm). The resulting spectral sequences are tigagsd by means of FAMIS. A blue
emission (445 nm) corresponding to unshifted LAURDAs visualized in the first two
factors and factor images, which are superimposedrue color. No green emission
corresponding to shifted LAURDAN is visualized.
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Analysis of LAURDAN coloration on a-cyclodextrin-treated 158N oligodendrocytes

448 nm
A : Regular mode B : Superimposed factor images _

Excitation 785 nm AFSIM Factors

Emission spectral image sequence : 393-403 => 713-723 nm
Superimposed emissions :

443 <=> 473 nm 483 <=> 513 nm

Figure 7 - Kahn et al.

Analysis of LAURDAN coloration on C24:0-treated 158N oligodendrocytes

448 nm
C : Regular mode D : Superimposed factor images .
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Excitation 785 nm AFSIM Factors

Emission spectral image sequence : 393-403 => 713-723 nm

Superimposed emissions :
443 <=> 473 nm 483 <=> 513 nm

Figure 7 - Kahn et al.
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RESULTATS

Action of LAURDAN coloration on C26:0-treated 158N oligodendrocytes

448 nm

E : Regular mode F : Superimposed factor images

Excitation 785 nm AFSIM Factors

Emission spectral image sequence : 393-403 => 713-723 nm
Superimposed emissions :

443 <=> 473 nm 483 <=> 513 nm

Figure 7 - Kahn et al.

Figure 7: Case of spectral observations of/-cyclodextrin, C24:0 or C26:0 -treated 158N
murine oligodendrocytes cells in which emissions arcollected through band-pass filters
(pixel size : 0.201m, scale bar : 200/m). Sub-confluent 158N murine oligodendrocytes were
cultured for 24 h in the presencelofcyclodextrin (1 mg/ml), C24:0 or C26:0 (20 uM).

A, C, E: The excitation is performed at 785 nm (bi-photammfocal microscope), and the
emission is collected in the regular mode throughdbpass filters filters (443-473 nm, 483-
513 nm). No obvious emission corresponding to stitAURDAN is visualized.

B, D, F: Use of the spectral mode through 10 nm band-pksssffrom blue to red (393 =>
713 nm). The resulting spectral sequences are tigagsd by means of FAMIS. A blue
emission (448 nm) corresponding to unshifted LAURDAs visualized in the first two
factors and factor images, which are superimposedrue color. No green emission
corresponding to shifted LAURDAN is visualized.
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I Modele cellulaire utilisé

Dans I'X-ALD (OMIM 300100) et la P-NALD (OMIM264470 I'accumulation plasmatique
et tissulaire d’AGTLC est une caractéristique biothue commune a ces deux maladies
peroxysomales, métaboliques et neurodégénérdifvsp & Wanders, 2010; Wandessal.,
2010) Les formes les plus séveres de ces maladies semuiune démyeélinisation
inflammatoire au niveau du SN@Vanderset al., 2010) La physiopathologie de ces deux
maladies reste peu connue, surtout les relatioh® e@ccumulation d’AGTLC, oxydation,
inflammation et démyélinisation.

Pour abordeiin vitro ces différents aspects, il était nécessaire dpodées d’un modele
cellulaire approprié. Nous avons ainsi caractariselignée d'oligodendrocytes murin (158N)
initialement décrite pour exprimer plusieurs margsemyéliniques qui sont aussi des
marqueurs de différenciation terminale des oligodecytes (PLP, MBP, MOG, CNPase)
(Feutz et al., 2001; Ghandouet al., 2002) La PLP et la MBP sont les deux protéines
majeures de la myéline, elles sont impliquées darstabilisation et la compaction de la
myéline (de Vries & Hoekstra, 2000).a CNPase est associée aux cellules productricés de
myéline dans le SNC, ainsi que dans le SSPrinkle, 1989) La MOG est la protéine de
myeéline la plus tardivement exprimée; elle estdiment immunogéne et constitue un auto-
antigéne clé dans la sclérose en pla@ilementset al.,2003) L'expression de ces protéines
de myéline indique que la lignée oligodendrocytd®8N constitue un outil intéressant pour
étudier les effets des facteurs intrinséques e&wminséques sur la différenciation des
oligodendrocytes en relation avec I'expression plegéines majeures de la myéline. Ces
cellules présentent donc un intérét pour abordetaios aspects de la démyeélinisation
(expression des protéines myéliniques, composétaynamique lipidique) dans le cadre de
différentes maladies neurodégénératives. L’'aborelatda fonctionnalité des peroxysomes
dans les cellules 158N, I'expression de protéinesoyysomales associées a I'’X-ALD
(Abcdl, Abcd2) et a la P-NALD (ACOX1), la capacité moduler I'expression de certaines
protéines peroxysomales (Acoxl, L-PBE), 'activité certaines enzymes deflaxydation
(ACOX1) et de lI'enzyme majeure de détoxificationrqpgsomale (catalase) permettent
d’utiliser cette lignée comme modele pour abordegtysiopathologie de I'X-ALD et de la P-
NALD in vitro aprés extinction transitoire (SiRNA) ou permangisteRNA) d’Abcdl et/ou
d’Acox1l. Ce modele n’exclut toutefois pas d’utilisen complément d’autres approches
vitro comme la culture primaire mixte de cellules gligl@igodendrocytes + astrocytes) avec
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ou sans neurones et la culture organotypique deistimierveux central ou périphérique
provenant de souris sauvages ou déficientes en JAbEd effet, les cultures mixtes ou
organotypiques permettront d’aborder les effets AGTLC sur les différents types de
cellules neuronales dans des conditions qui perométd’étudier plusieurs parametres; en

particulier I'aspect inflammatoire, oxydatif etpart prise par les interactions cellulaires.

Il Traitement avec les AGTLC

Pour solubiliser les AGTLC plusieurs moyens onttégdés : solubilisations dans I'éthanol, le
DMSO, l'albumine bovine et I'alpha-cyclodextrinee traitement des 158N avec les AGTLC
solubilisés dans I'éthanol, dans le DMSO et daalblimine bovine n’a pas permis d’obtenir
des résultats reproductibles car la solubilisaies AGTLC dans le milieu de culture était
aléatoire. L'utilisation de I'alpha-cyclodextring (ng/ml final dans le milieu de culture) dans
un rapport molaire C24:0 ou C26:0 / alpha-cyclade® de 1/50 est optimale pour la
solubilisation des AGTLC. Dans ces conditions;diamulation des AGTLC dans les 158N a
été montrée par CPG/MS. Suite au traitement ded\ 1&&c le C24:0 et le C26:0, la
répartition des AGTLC dans les différentes soussda lipidiques a été mesurée (Article 2,
tableau 1).

Le dosage de la quantité de C24:0 dans les 1582 am@itement au C24:0 (5, 10 ou 20 uM)
(Article 2, tableau 1) révéle, non seulement, qué€CP4:0 s’accumule mais également une
augmentation de C26:0. L’accumulation de C26:0 stgygue la sur-accumulation de C24:0
pourrait provoquer l'activation de certaines enzgnmmpliquées dans I'élongation des
AGTLC et notamment d’'ELOVL1Kemp & Wanders, 2010)

Le dosage de la quantité de C26:0 dans les 1582 a@itement au C26:0 (5, 10 ou 20 uM)
(Article 2, tableau 1), met en évidence une accatiani de C26:0, ainsi qu’'une augmentation
de C24:0. Ceci peut étre expliqué par le fait quexeeés de substrat (C26:0) provoque une
activation de Ig3-oxydation peroxysomale et par conséquent l'accatiani de métabolites
intermédiaires de dégradation comme le C24:0.

Une vérification de cette hypothése nécessiterpitirle quantification de I$-oxydation
peroxysomale suite au traitement avec du C26:8j gime le dosage d’autres métabolites de
la B-oxydation peroxysomale du C26:0 comme le C22:) u2 dosage de l'activité de

certaines élongases comme ELOVL1 et ELOVLS.
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Dans les conditions de solubilisation utiliséepamettant une accumulation des AGTLC, on
observe une accumulation dose-dépendante de cesol& forme libre. Oin vivo, les
AGTLC sont essentiellement associés aux phosphlelpi Toutefois, dans nos conditions
expérimentales, malgré un fort pourcentage d’AGTibges, la quantité d’AGTLC associés
aux phospholipides et aux stérols neutres (esentent cholestérol) est élevée. On ignore
aussi dans quelles proportions ces AGTLC sont étpar I'acyl-CoA pour pouvoir étre
métabolisé par le peroxysome. Actuellement, lestefphysiologiques des AGTLC sont
inconnus, une interprétation possible serait que AGTLC puissent moduler plusieurs

réponses biologiqudsiardyet al.,1994).

lll AGTLC et stress oxydant

Des étudedn vitro etin vivo ont mis en évidence que la présence excessiveQI'&RI'ERN
est associée a une augmentation de la démyélomsddins les maladies neuro-inflammatoires
comme la sclérose en plaque ou I'encéphalomyéekperementale(Molina-holgadoet al.,
2001; Tranet al., 1997; Danilovet al., 2003) ainsi que dans d’autres maladies neuro-
dégénératives comme la sclérose amyotrophiquealat§ou maladie de Charcot) ou la
maladie de ParkinsofRothstein, 2009; Sedit al., 2010) Ces radicaux oxygénés peuvent
avoir des effets délétéres sur la mémoire et lstipleé synaptiguéMassaad & Klann, 2010)
Chez les patients atteints d’X-ALD, une augmentatotu stress oxydant ainsi qu’une
diminution des défenses anti-oxydantes totalesthtrapportéeé/argaset al., 2004; Deon

et al.,2007; Utoet al.,2008).L’'accumulation de C26:0 induit une surproductionraeicaux
libres dans des cellules gliales C6 de (fat Biase et al., 2004) et dans des fibroblastes
humains sauvages ou déficients en ABQBaurcadeet al., 2008).Ces données suggérent
gue les AGTLC peuvent altérer 'lhoméostasie oxydaih vivo et in vitro. Il est donc
important de déterminer les activités oxydatives @ TLC sur les oligodendrocytes
(sauvages ou déficientes en Abcdl ou Acoxl). Neogstraité les cellules 158N pendant 24
h avec différentes concentrations de C24:0 et CZH:00, 20 pM), puis nous avons évalué le
stress oxydant et ses conséquenice<C24:0 et le C26:0 induisent la surproductiomaias
superoxydes, de peroxyde d’hydrogéne, ainsi qumal@oxyde d’azote a partir de 10 uM
L’extinction transitoire d’Abcdl et d’Acox1 par 9NA est suffisante pour induire une rupture
de I'équilibre RedOx et pour contribuer a 'augnagitn de production du stress oxydant. Sur
les cellules gliales C6, I'extinction d’Abcd3 paRBIA favorise aussi la production de stress
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oxydant en agissant indirectement par I'intermédidie I'lL-12 (Di benedettcet al., 2008)

Les résultats obtenus, en accord avec ceux d'émmtésieures, montrent le réle des VLCFA
et I'importance de l'inactivation d’Abcdl et d’Acéixdans la stimulation du stress oxydant.
lls confortent I'hnypothese récente du « Three higpothesis » proposée par Singh et Pujol
selon laquelle le stress oxydant pourrait étre axigine de la cascade d’évenements
conduisant & la démyélinisation inflammatdigéng & Pujol, 2010)

En présence des anions superoxydes, le NO interegfitles anions superoxydes pour donner
des peroxynitrite¢Gao, 2010Qui réagissent avec les macromolécules biologipredéines,
lipides et ADN) et induisent des activités neuriqoaes (Lawsonet al., 1999; Lorchet al.,
2002; Lee & Blair, 2001)Le NO et le peroxynitrite (ONODpeuvent inhiber les composants
de la chaine respiratoire mitochondriale conduisarégntuellement a un état de carence
energétique cellulair@Healset al., 1999) L’augmentation de I'activité¢ SOD, qui transforme
les anions superoxydes en(®d, ainsi que la diminution de l'activité catalasaletla quantité
de glutathion intracellulaire (leurs activités assii la réduction de #, en HO et Q)
peuvent expliquer I'accumulation de®} intracellulaire. L’identification d’ERO et d’ERN,
ainsi que les modulations d’activité des enzymdsagydantes (catalase, SOD), constituent
des arguments en faveur des effets pro-oxydantsA@GH_C. Dans les cellules, le GSH
élimine le HO, et maintien le groupe cysteinyl-thiol des protéidel’état rédui{fMytilineou

et al., 2002) Au niveau du SNC, la déplétion des cellules giakn GSH conduit a un
relargage d’acide arachidonique de maniere dépémddam la phospholipase A2 (PRA
L’activation du métabolisme de I'acide arachidomuar la lipoxygénase génere aussi des
ERO (Mytilineou et al., 2002) Par ailleurs, I'accumulation de C26:0 dans ddsoegtes
murins en culture primaire active la 5-lipoxygéngsd_.OX), et de méme dans toutes les
zones du cerveau de patients atteints d’X-ALD,-la80 est activééKhanet al, 2010) Nos
résultats confortent les activités pro-oxydantes A8 TLC mises en évidence précédemment
sur 1) les fibroblastes humains déficients en ABCP)lles fibroblastes humains sauvages
traités avec des AGTLC, 3) la moelle épiniére deisaléficientes en AbcdFourcadeet al.,
2008) 4) les cellules gliales C6 chargées en C26:0.aCtgités peuvent, au moins en partie,
expliquer le stress oxydant révelé chez des patiatteints d’X-ALD(Deonet al., 2007) et
des femmes hétérozygotes pou I'’X-ALDdonet al.,2008)

Le stress oxydant observé pourrait avoir une ogiginitochondriale ou extra-mitochondriale.
La production d’anions superoxydes révélée paritesddx au niveau des mitochondries et la
dépolarisation mitochondriale concomitante obseiméleuent que les AGTLC provoquent

des altérations fonctionnelles de la mitochond¥ieus avons aussi révélé que l'activité SOD
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totale (incluant l'activité SOD cytosolique et natendriale) est augmentée dans les 158N
traitées avec les AGTLC. Des études ont montré’qagvité SOD mitochondriale (Mn SOD
ou SOD2) est augmentée dans le cerveau de padieitsts d’X-ALD (Khanet al.,2010)et
dans la moelle épiniere des souris déficientes lecdA a partir de 3,5 mo{§ourcadeet al.,
2008),ainsi que chez les souris déficientes en R®ahigmartet al.,2001) D’autre part, des
études ont montré que les AGLC induisent la pradnct’ERO par blocage de la chaine
respiratoire mitochondriale suite a un découplage protéines de la chaine respiratoire
aboutissant a une perturbation du potentiel transibnanaire mitochondrigWojtczak &
Schonfeld, 1993)Dans leur ensemble, nos résultats, en accord auec ade la littérature,
suggérent que les AGTLC peuvent provoquer une bifistion fonctionnelle de la
mitochondrie avec pour conséquence une stimuldtiostress oxydant.

Les sources extra-mitochondriales d’ERO pourragardir pour origine 1) l'activation de
NADPH oxydase(sjDhaunsiet al.,2005; Utoet al.,2008) 2) I'activation de la lipoxygénase
(5-LOX) par les AGTLC(Khanet al, 2010)

Nous avons aussi évalué les conséquences de ffiadudu stress oxydant par les AGTLC
sur les protéines, les lipides et 'ADN. L’'accuntida des AGTLC active la peroxydation
lipidique, la modification des protéines et la ditation de 'ADN. La peroxydation lipidique

a été révélée par l'accumulation de 4-HNE, de HOL[Esde 7- hydroxycholestérols.
L’atteinte radicalaire des protéines a été révekiela carbonylation de ces derniéres. Nous
avons montré qu’a partir de 10 uM, le C24:0 et 60 induisent une accumulation
significative d’'HODEs qui est un marqueur précoee siress oxydatifYoshida & Niki,
2006) Les HODEs peuvent étre produits a partir de diaclinoléique par différentes
lipoxygénasegKawajiri et al., 2002) qui peuvent étre activées dans les celluleseglighar
accumulation des AGTLCKhan et al., 2010) Dans le plasma de malades atteints de
différentes formes d’X-ALD, nous avons révélé ueegxydation lipidique par la présence de
9- et 13- hydroxy-octadecadienoate (HODES) issus''aeydation de l'acide linoleique
(Yoshidaet al., 2005; Yoshida & Niki, 2006kt par la présence de 7-hydroxycholestérols
résultant essentiellement de [lauto-oxydation duolestérol et incluant le 7alpha-
hydroxycholestérol, le 7béta-hydroxycholestérolleet7-cétocholestéro(Vejux & Lizard,
2009) Nos résultats indiquent que l'accumulation d’HGDEst plus importante dans le
plasma des patients présentant une forme CCALDchee ceux atteints d’AMN, de maladie
d’Addison et enfin d’ACALD. Ceci laisse supposered stress oxydant pourrait jouer un
réle important dans I'évolution et/ou la sévérigld maladie. En accord avec nos résultats,

des marqueurs de peroxydation lipidique (TBA-RShoabarbituric acid reactive substances)
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ont été deécrits dans le sérum et les fibroblasteepatients atteint d’X-ALD(Deon et al.,
2007; Vargaset al., 2004) Dans les cerveaux de patients atteints d’X-ALCCACD et
AMN) laccumulation de 4-HNE et de MDA conforte ritervention d’'un stress oxydant
(Powerset al.,2005) Le 4-HNE formé peut altérer la fluidité et lesétions des membranes,
dont la composition en AGI module I'oxydabili(Britton, 1996) Par ailleurs, l'injection de
4-HNE dans le cerveau de souris endommage les sxoaoatrant une toxicité a la fois pour
les neurones et les oligodendrocyfésCrackeret al.,2000)

Chez les patients atteints de différentes formesSAL'D, nos résultats montrent aussi une
accumulation accrue de 7-hydroxycholestérols quirgadit étre due, au moins en partie aux
taux d’AGTLC augmentés. En effef vitro, une accumulation dépendante de la dose de 7-
hydroxycholestérols a été révélée suite au traiempar le C24:0 ou le C26:0. Nos résultats
suggerent que les 7-hydroxycholestérols et HODEarrpmnt étre des biomarqueurs
plasmatiques associés a I'évolution de I'’X-ALD. Néwins, dans nos résultats 2 patients
présentant une forme CCALD sur 10 n'ont pas momér&ignes de peroxydation plasmatique
(taux de 7-hydroxycholestérols et HODEs comparabdes témoins). Actuellement,
'accumulation d’oxystérols a été rapportée dansmiaadie d’Alzheimer, la sclérose en
plaque et la maladie de Huntingt@diestel Aet al.,2003; Garenet al.,2010) Dans le cas
de la sclérose en plaque, un lien indirect entrayeédinisation inflammatoire et mort des
cellules neuronales a été décrit. Le 7-cétochol@stéyKC) accumulé dans le liquide
céphalorachidien serait capable d'induire desmésmeuronalegia I'activation et la migration
de la microglie dans le SNDiestelet al.,2003) Chez les souris Nestine-Pex5 KO (absence
de peroxysomes fonctionnels dans le SNC), une glios® qui est un signe de neuro-
inflammation a été décritgHulshageret al.,2008) Comme les oxystérols oxydés en C7 ont
des activités inflammatoire®/ejux & Lizard, 2009) leur éventuelle présence dans le SNC
générée sous l'action des AGTLC, pourrait contrilaula microgliose.

Suite au traitement avec le C24:0 et le C26:0, nawusns constaté une oxydation des
protéines ainsi qu’'une dégradation de 'ADN. A descentrations non toxiques des AGTLC,
nous avons observé une carbonylation importantepd#gines en accord avec les résultats
obtenus sur les souris déficientes en Abcdl efesufibroblastes humains traités avec du
C26:0(Fourcadeet al., 2008; Fourcadet al., 2010) Ces dommages aux protéines chez les
souris déficientes en Abcdl ont été révélés dee lthe 3,5 mois, soit un an avant la premiere
apparition de signes neurologiqu@sourcadeet al., 2008) L’oxydation des protéines au
niveau du SNC a été révélée dans d'autres malasiesodégénérativedamplonaet al.,

2005) Cela souligne que le stress oxydant affecte rgiffies macromolécules. Comme les
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protéines sont impliquées dans difféerentes activilulaires, leurs altérations peuvent avoir
des conséquences multiples et prononcées néfastémra fonctionnement cellulaire. La
dégradation de ’ADN observée sur les cellules 158Nées par les AGTLC, essentiellement
a 20 puM, serait plutdét une conséquence de la natiilaire observée a cette concentration.
D’autres approches plus spécifiques, comme la tiétede formation de 8-oxoguanine,
seraient nécessaires pour aborder I'impact dusstnegdant au niveau de I’ADN.

Dans leur ensemble, les résultats obtenus suppdtgpothése que dans I'’X-ALD et la P-
NALD, le stress oxydant et les molécules qui ent $gsues, ainsi que les modifications de

macromolécules qui en résultent, pourraient awigmves conséquences au niveau du SNC.

IV AGTLC et mort cellulaire

L’incubation des cellules 158N avec 20 uM de C2%:€26:0 provoque une chute drastique
de la viabilité cellulaire a 24 h ou 48 h. De plizbles concertations (5 et 10 uM)
correspondant a des concentrations plasmatiqueSTL& pouvant étre observées chez des
patients atteints d’X-ALD ou de P-NALDMoseret al., 1998), n’ont pas ou peu d’effets
cytotoxiques (Article 2).

Les effets cytotoxiques associés aux AGTLC sont desvants: en fonction de la
concentration, les AGTLC provoquent une inhibitdose-dépendante de la prolifération. A
forte concentration, cette inhibition de proliféoat est associée a une induction de mort
cellulaire qui a été caractérisée. En effet, tgpands types de mort sont reconnus : la mort de
type | ou apoptose, la mort de type Il ou autophagila mort de type Il ou nécrofgoya &
Kroemer, 2008)D’autres types de mort, dérivant de ces troisdgaypes, ont également été
décrits(Kroemeret al., 2009) Dans le cas des AGTLC, nous nous sommes inté&reasé
évenements précoces et tardifs associés a la Rrétocement, une importante perturbation
des flux calciques intracellulaires a été miseadeince par vidéomicroscopie. Le traitement
par des AGTLC de cellules gliales de rat en culprimaire mixte avec des neurones a aussi
montré une augmentation importante du calcium ¢ethalaire (Heine et al., 2008) Par
ailleurs, 'accumulation d’acide pristanique ou atke phytanique (substrats peroxysomaux)
dans les cellules gliales de rat en culture prienairixte avec des neurones provoque
également une importante perturbation de 'homéastealcique intracellulair@Ronicke et

al., 2009) Dans ces deux cas, les oligodendrocytes sont lssgansibles a I'accumulation

d’AG (AGTLC, acide pristanique ou acide phytaniqge) sont des substrats peroxysomaux
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(Ronicke et al., 2009; Heineet al., 2008) Nos résultats confirment la sensibilité des
oligodendrocytes aux AGTLC.

Par ailleurs, 'accumulation d’AGTLC provoque unkute de potentiel transmembranaire
mitochondrial (montré par coloration a la Rh123@tf) (Article 2 et 3). Cette dépolarisation
peut augmenter la perméabilité de la membrane hotadriale aux protongHein et al.,
2008) Cet effet résulte soit d'une incorporation dieeates AGTLC dans la membrane
mitochondriale, soit d’'un effet indirect de ces AT via des effets antérieurs a d’autres
niveaux de la cellule. Par microscopie électroniqueransmission, des modifications
ultrastructurales de la mitochondrie ont été ol¥esy Nous avons aussi observé une
augmentation du nombre de vacuoles. Ces derni@agaeent refléter lintervention de
phénoménes d’autophagie et une déstabilisatiotydesomes. Cette hypothése a été évaluée
en recherchant le role des lysosomes dans la netidlasre induite par les AGTLC. Les
différentes approches utilisées (coloration a lidicre Orange, au Lysotracker et analyse de
I'expression et de la répartition cellulaire de LRY) démontrent une mort cellulaire induite
par les AGTLC associée a une destabilisation lyvade.

Cette intervention des lysosomes s’accompagne alimaution du pH intracellulaire. Cette
acidification pourrait contribuer a maintenir aetsvdes enzymes protéolytiques libérées par le
lysosome(Repnik & Turk, 2010)et favoriser ainsi le processus de mort cellulaette
hypothése sera évaluée en utilisant différentsitehirs, tels que des inhibiteurs de protéases
lysosomales comme les cathepsines par z-FA{&thotteet al., 2001) et I'inhibiteur de
pompes a protons (Esoméprazdléachhaniet al.,2009)

Dans leur ensemble, les résultats obtenus suixieittodes AGTLC soulignent leurs effets
cytotoxiques sur les oligodendrocytes : inductiom ftlx calciques, diminution du pH
intracellulaire, dépolarisation des mitochondraéstabilisation des lysosomes, augmentation
de la perméabilité membranaire a I'iodure de priopid

De plus, I'absence de cellules a noyaux fragmemtésu condensés caractéristiques des
cellules apoptotiques, de fragmentation internisdémale de I'ADN et d’activation de
caspases, indiquent que la mort cellulaire indpide les AGTLC est indépendante des
caspases et non apoptotique. Une induction de cethuiaire par apoptose étant exclue, nous
devront préciser si le type de mort induit parA&TLC se rattache a de la nécrose ou a de
'autophagie.

Dans nos conditions expérimentales, l'incidenceAl83LC et de I'inactivation d’Abcdl sur
'expression des protéines majeures de la myelineP( MBP) a aussi été abordée.

L’inactivation d’Abcdl diminue I'expression de MBMais pas celle de PLP. Les AGTLC
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n'entrainent pas ou peu de modulation d’expressienPLP et MBP dans les cellules
sauvages ou déficientes en Abcdl. Actuellement,diméution d’expression forte et faible
de MBP est observée respectivement sur les souestilrNPex5 et CNPase-Pex5 KO
(Kassmanret al.,2007; Hulshageet al.,2008) Ces observations soulignent I'importance du
meétabolisme peroxysomal sur la myélinisation ets gbarticulierement la relation entre le
métabolisme peroxysomal et la synthése de MBP sfuuee des protéines majeures de la
myéline.

Les résultats obtenus conduisent a proposer unlenddeduction de mort cellulaire activée
par les AGTLC présenté dafes Figure 30Il reste a définir le réle du peroxysome dans la
mort cellulaire. Les résultats préliminaires obtemdiquent que les cellules 158N deviennent
plus sensibles aux AGTLC, en patrticulier a de &8btoncentrations, suite a une extinction
transitoire d’Abcdl par siRNA (Article 2).

AGTLC
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Figure 30 : Modeéle proposé pour I'activation de la mort celdute oligodendrocytaire par
les AGTLC (C24:0 et C26:0).
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E plus de leurs activités biologiques, les peuvrhtire des modifications physico-chimiques
au niveau des membranes et en particulier de labmarma cytoplasmiquénazeket al.,
1983; Whitcomlet al.,1988) Ceci a conduit a préciser les effets du C24duef26:0 sur les

caractéristiques physico-chimiques de la membrgimasmique.

V AGTLC et modulation des caractéristiqgues membranaires

A la concentration induisant une mort cellulair® (2M), les effets des AGTLC (C24:0 et
C26:0) sur l'organisation des lipides membranattes cellules 158N ont été recherchés en
utilisant la mérocyanine 540 (MC540) et le LAURDANa mérocyanine 540 donne des
informations sur la fluidité membranaire: si legides membranaires sont bien organisées
'accumulation de MC540 dans la membrane cytoplgamiest faible; si les lipides
membranaires sont désorganisés I'accumulation dé4@Gans la membrane cytoplasmique
est forte (McEvoy et al., 1988) La fluorescence qui en résulte peut étre mespete
cytométrie en flux. Le LAURDAN s’accumule dans lembrane cytoplasmique au niveau
des radeaux lipidiques (ou microdomain@3agatolli, 2006) L’utilisation combinée de ces
deux fluorochromes permet donc d’obtenir des in&trams concernant les effets des AGTLC
sur la fluidité membranaire et sur les microdomsikou partent de nombreux signaux
cellulaires. Les résultats obtenus avec les AGTLGnhtnent que ces derniers alterent la
fluidité membranaire sans affecter les microdomaines AGTLC sont déja connus pour
altérer la microviscosité des membranes érythraegachez les patients atteints d’X-ALD
(Knazeket al.,1983) Il a été décrit sur des cellules adrénocorticgles ces altérations de la
microviscosité rendent insensibles les cellulesA& TH (Whitcomb et al., 1988), ce qui
démontre que la membrane n’est plus fonctionnBles effets similaires peuvent donc étre

envisagés sur les cellules du SNC.
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Les travaux réalisés au cours de ma thése ont &@ppler nouvelles informations sur la
capacité des AGTLC (C24.0 et C26:0 utilisés a 5, 2D et 40 pM) a induire un stress
oxydant, a activer la mort cellulaire et a modifies propriétés physiques de la membrane

cytoplasmique des oligodendrocytes.

Ainsi, en utilisant une lignée établie d’oligodendytes murins 158N, il a été démontré que :

* Les AGTLC induisent une surproduction d’ERO et d’ERNune perturbation des
systemes anti-oxydants non enzymatique et enzyoggtige qui entraine une

peroxydation lipidique, une carbonylation des praé et une dégradation de I’ADN.

 Nous montrons pour la premiere fois que l'inactwatid’Abcdl et d’Acoxl est
suffisante pour augmenter la production d’ERO &RN. Ces effets sont augmentés
en présence d’AGTLC.

« Ces activités pro-oxydantes sont associes a une roelfulaire lorsque la
concentration en AGTLC est éleve20 uM).

* Une déstabilisation du lysosome est associée a ka4 cetiulaire non apoptotique
induite par les AGTLC.

* A la concentration de 20 uM, les AGTLC altérent laidité membranaire sans

affecter les microdomaines lipidiques.

Par ailleurs, des analyses ont été realisées ssirptbsmas de malades remis par le
Pr P Aubourg (INSERM UMR 745, Hopital St Vincent®aul, Paris).

* Nous montrons pour la premiére fois que des taweslde 7-hydroxycholestérol et
de HODES (marqueurs de peroxydation lipidique) gmés dans les plasmas de
patients atteints d’X-ALD sont corrélés avec laé&#ée de la maladie : CCALD >
AMN > Addison > ACALD.
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En fonction des résultats obtenus, nous tenteremémbndre a différentes questions :

* Dans le cadre du stress oxydant activé par les AGTes oxystérols oxydés en C7
ont été générés. Il nous est apparait importamiréleiser si ces derniers peuvent agir
comme second messager et s’ils pourraient intemdamis I'activation de la microglie
observéen vivo sur des modéles de souris Nestin-Pex5 et CNPade-Ba effet, ces
molécules sont fortement pro-inflammatoires et petvinduire la synthése de
différentes cytokines.

* Dans la mort cellulaire, I'étude de l'interventioln lysosome sera approfondie. Le
type de mort cellulaire induit par les AGTLC deware précisé (autophagie ou
nécrose) ainsi que les voies de signalisation assfclLa chronologie et les relations
entre la perturbation des flux calciques, la déksation du lysosome et la

dépolarisation mitochondriale devront étre étudiées

* Nous envisageons également de préciser les eftetdifterentes molécules anti-
oxydantes (vitamine E, Trolox, acide valproiqueadétylcystéine, ...) sur le stress
oxydatif et la viabilité. Cela permettra de précis relations entre le stress oxydant
et la mort cellulaire, tout en permettant d'ideetifde nouvelles molécules a visée

thérapeutique.

» Des transfections stables permettant d’obtenircédales 158N déficientes en Abcdl
et Acoxl sont en cours au laboratoire. Ces outdempttront de mieux aborder
'incidence de ces protéines peroxysomales sur dat roellulaire, 'oxydation et

I'inflammation.

* Les résultats préliminaires obtenus sur les plasheagsatients atteints d’X-ALD sont
encourageants et méritent d’étre approfondis pétinid dans quelles mesures les 7-
hydroxycholestérol et HODESs pourraient étre desnaimueurs des différentes formes
d’X-ALD et d’en préciser I'évolution.

* En fonction des résultats obtenus sur les plasmeapatients atteints d’X-ALD, |l

serait judicieux de pouvoir analyser les taux dey@roxycholestérols et HODEs dans
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le liqguide céphalorachidien, ou ils pourraient ddnser des marqueurs précoces de
I'évolution de la maladie dans la mesure ou lesstrexydant en est un élément

initiateur.
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